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RESUMO

Os Transtornos de ansiedade sdo desordens mentais comuns na atualidade. A forma mais
empregada para tratamento é a utlizacdo de medicamentos alopaticos que atuam diretamente
no sistema nervoso central, porém, efeitos colaterais sdo frequentemente relatados. As plantas
medicinais podem ser vistas como G6timo recurso para 0 manejo de sintomas relacionado a
salde mental, visto que, se utilizadas de maneira adequada, possuem eficacia e seguranca de
uso com vantagem dos efeitos colaterais serem brandos ou até mesmo inexistentes. A alface
(Lactuca sativa L.) é uma hortalica muito utilizada na culinaria e também por suas
propriedades medicinais e calmantes. Diante disso, este trabalho teve como objetivo
caracterizar os compostos bioativos presente na alface lisa (Lactuca sativa var capitata) e o
efeito ansiolitico de diferentes concentracfes do extrato em ensaios comportamentais no
modelo experimental zebrafish (Danio rerio). Primeiramente realizou-se a otimizagao
extrativa com o intuito de identificar o solvente mais eficaz. Respeitando os resultados
obtidos na otimizagdo extrativa, utilizamos o0 extrato aquoso para realizacdo dos
experimentos. As analises bioquimicas demonstraram que o extrato aquoso de alface lisa
(Lactuca sativa var capitata) possui um perfil de compostos antioxidantes e fendlicos, que
estdo associados com a acdo ansiolitica do vegetal através de reducdo do estresse oxidativo e
afinidade com receptores GABA no SNC. O ensaio comportamental demonstrou que o extrato
na dose 3 (9,0g.L™) foi capaz de reduzir o comportamento tipo-ansioso em relacdo aos demais
tratamentos e na dose 4 (12g.L™) foi capaz de promover um estado de sono no zebrafish, o
que pode ser comprovado pelo tempo que o animal permaneceu imovel. O presente trabalho
constatou o efeito ansiolitico do extrato aquoso de folhas de alface (L. sativa var. capitata),
sendo capaz de promover efeitos neuroprotetivos no SNC e diminuicdo de sintomas de
estresse e ansiedade.

Palavras-chave: ansiedade; depressao; plantas medicinais; estresse oxidativo; receptores
GABA; otimizacdo extrativa.



ABSTRACT

Anxiety disorders are common mental disorders today. The most commonly used form of
treatment is the use of allopathic medicines that act directly on the central nervous system,
however, side effects are frequently reported. Medicinal plants can be seen as a great resource
for managing symptoms related to mental health, since, if used appropriately, they are
effective and safe to use with the advantage of side effects being mild or even non-existent.
Lettuce (Lactuca sativa L.) is a vegetable widely used in cooking and also for its medicinal
and anxiolytc properties. Therefore, this work aimed to characterize the bioactive compounds
present in lettuce (Lactuca sativa var capitata) and the anxiolytic effect of different
concentrations of the extract in behavioral assays in zebrafish (Danio rerio). Firstly, was
made extractive optimization with the intention of identifying the most effective solvent.
Respecting the results obtained in extractive optimization, we used the aqueous extract to
carry out the experiments. Biochemical analyzes demonstrated that the aqueous extract of
lettuce (Lactuca sativa var capitata) has a lot of antioxidant and phenolic compounds, which
are associated with the anxiolytic effect of the vegetable through the reduction of oxidative
stress and affinity with GABA receptors in the CNS. The behavioral test demonstrated that
the extract at dose 3 (9.0g.L-1) was able to reduce anxiety-like behavior in relation to the
other treatments and at dose 4 (12g.L-1) it was able to promote a state of sleep in zebrafish,
which can be proven by the time that the animal remained motionless. The present study
found the anxiolytic effect of the aqueous extract of lettuce leaves (L. sativa var. capitata),
being able of promoting neuroprotective effects on the CNS and reducing symptoms of stress
and anxiety.

Keywords: anxiety; depression; medicinal plants; oxidative stress; GABA receptors;
extractive optimization.



INDICADORES DE IMPACTO

Individuos apresentando transtornos de ansiedade e outras doencas relacionadas a
salide mental estdo em constante crescimento na sociedade. A ocorréncia de transtornos de
ansiedade na populacdo mundial é de 3,6%, sendo que este nimero aumenta para 5,6% no
continente americano e 9,6% no Brasil, colocando o pais, no ranking de um dos mais ansiosos
do mundo. A forma mais empregada para tratamento € a utlizacdo de medicamentos da classe
dos benzoadizepinicos, que atuam diretamente no sistema nervoso central e causam inimeros
efeitos colaterais. A utilizacdo das plantas medicinais como forma de tratamento para essas
desdrdens podem ser vistas como 6timo recurso, Visto que, se utilizadas de maneira adequada,
possuem eficacia e seguranca de uso com vantagem dos efeitos colaterais serem brandos ou
até mesmo inexistentes. A fitoterapia é uma técnica milenar utilizada pelas mais diversas
civilizagGes, que ja detiam conhecimento sobre os poderes curativos das plantas. A evolugéo
da ciéncia veio para enriquecer cada vez mais as descobertas de novos principios ativos,
trazendo avancos para o tratamento de diversas patologias, incluindo doencas relacionadas a
salde mental. A presente tese investigou o efeito ansiolitico presente no extrato da hortalica
alface (Lactuca sativa L. var. capitata), vegetal amplamente utilizado pela populagéo
mundial, que apresenta resultados promissores para o tratamento de doencas relacionadas a
ansiedade e depressdo. Em relacdo a economia, alternativas de terapias que sejam eficazes e
acessiveis a populacdo sdo muito interessantes, visto que reduziriam a dependéncia de setores
tradicionais, como a industria farmacéutica e traria melhoria na qualidade de vida da
sociedade. A reducdo de gastos provenientes com a salde publica através da diminuicdo de
pessoas apresentando disturbios psiquiatricos graves seria um grande avanco que beneficiaria
a economia e a salde dos individuos. O trabalho também incentiva a sustentabilidade visto
que a hortalica é facilmente cultivada e bastante acessivel. Assim, a alface (Lactuca sativa L.)
tem potencial para ser utilizada como aliada para tratamento de doencas mentais. Faz se
necessario o incentivo a pesquisa para o desenvolvimento do produto acabado e integracdo
dos profissionais de saude para o incentivo ao conhecimento, divulgando todos os beneficios
proporcionados por essa pratica e realizacéo da distribuicdo para a comunidade.



IMPACT INDICATORS

Individuals with anxiety disorders and other mental health-related illnesses are
constantly growing in society. The occurrence of anxiety disorders in the world population is
3.6%, and this number increases to 5.6% in the American continent and 9.6% in Brazil,
placing the country in the ranking of one of the most anxious in the world. The most used
form of treatment is the use of benzoadizepine drugs, which act directly on the central
nervous system and cause numerous side effects. The use of medicinal plants as a form of
treatment for these disorders can be seen as a great resource, since, if used properly, they have
efficacy and safety of use with the advantage of side effects being mild or even non-existent.
Phytotherapy is an ancient technique used by the most diverse civilizations, which already
had knowledge about the healing powers of plants. The evolution of science has come to
increasingly enrich the discoveries of new active ingredients, bringing advances to the
treatment of various pathologies, including diseases related to mental health. The present
work investigated the anxiolytic effect present in the vegetable (Lactuca sativa L. var.
capitata), a vegetable widely used by the world population, which presents promising results
for the treatment of diseases related to anxiety and depression. Regarding the economy,
alternative therapies that are effective and accessible to the population are very interesting, as
they would reduce dependence on traditional sectors, such as the pharmaceutical industry and
would bring an improvement in the quality of life of society. The reduction of public health
expenditures through the reduction of people with serious psychiatric disorders would be a
major breakthrough that would benefit the economy and the health of population. The work
also encourages sustainability, since the vegetable is easily grown and very accessible. Thus,
lettuce (Lactuca sativa L.) has the potential to be used as an ally for the treatment of mental
illnesses. It is necessary to encourage research for the development of the finished product
and the integration of health professionals to encourage knowledge, disseminating all the

benefits provided by this practice and distributing it to the community.
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1 - INTRODUCAO

As rotinas excessivas de trabalho, o sedentarismo e alimentagdo inadequada s&o
habitos que trazem prejuizos a saude fisica e mental da populagdo. Atualmente, pessoas que
apresentam quadros de ansiedade sdo cada vez mais frequentes, chegando a atingir um
percentual de 30% da populagédo mundial (WHO, 2017).

O emprego de medicamentos alopaticos que atuam diretamente no sistema nervoso
central é a forma mais utilizada de tratamento, porém, efeitos colaterais sdo frequentemente
relatados. A utilizacéo de fitoterapicos como alternativa terapéutica é validado, reconhecido e
estimulado pela Organizagdo Mundial da Saude, ndo s6 por sua importancia na cura e
prevencdo de doencas, mas também uma alternativa na reducdo de custos de tratamentos em
programas de atencdo primaria a satde publica (Sousa et al., 2008). O Memento Fitoterapico
da Farmacopéia Brasileira relaciona 28 espécies com propriedades terapéuticas (ANVISA,
2016), enquanto o Formulério de Fitoterdpicos da Farmacopéia Brasileira, relaciona 85
espécies com potencial fitoterdpico, entre espécies nativas e exoticas (ANVISA, 2021). A
alface (Lactuca sativa L.) € um vegetal folhoso, pertencente a familia Asteraceae, seu centro
de origem remonta a regido Mediterrdnea,vchegando ao Brasil no século XVI por intermédio
dos colonizadores portugueses (EMBRAPA, 2023). Apesar de ndo constar nas listagens de
fitoterapicos disponibilizados pelo Sistema Unico de Sadde, sua utilizagdo é amplamente
difundida. Existem estudos que apontam para 0s potenciais efeitos ansioliticos e antioxidantes
da alface em modelos animais (Harsha, Anilakumar, 2013; Komaki et al., 2014; Hong et al.,
2018; Kim, 2019; Jo et al., 2021; Ahn et al, 2023) porém, pesquisas que elucidam a eficacia e

seguridade do uso da alface para problemas psiquiatricos ainda sao escassos.

Tendo em vista o panorama atual de crescimento acelerado de transtornos
psiquiatricos na populacdo mundial, e a escassez de estudos voltados a elucidar os efeitos dos
compostos presentes na alface como medida mitigadora de tais transtornos, o presente estudo
pretende investigar os compostos bioativos do extrato da hortalica alface (Lactuca sativa var.
capitata) assim como avaliar o efeito ansiolitico através de ensaios comportamentais com o

modelo experimental zebrafish (Danio rerio).


https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/254610/WHO-MSD-MER-2017.2-eng.pdf;jsessionid=2BB82C8913AF4E30F3F36F7BE7B63344?sequence=1
https://www.scielo.br/j/rbfar/a/g9BJ47xJRb7S596bKGDkDWK/
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/daf/pnpmf/publicacoes/memento-fitoterapico-da-farmacopeia-brasileira/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/sectics/daf/pnpmf/publicacoes/memento-fitoterapico-da-farmacopeia-brasileira/view
https://www.gov.br/anvisa/pt-br/assuntos/farmacopeia/formulario-fitoterapico/2023-fffb2-1-er-2-atual-final-versao-com-capa-em-word-25-abr-2023.pdf
https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1153294/brasil-em-50-alimentos
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23768824/
http://ajnpp.umsha.ac.ir/article-1-27-en.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30068876/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30068876/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31582660/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204287/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874123004701?via%3Dihub
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtorno de Ansiedade

A ansiedade é reconhecida como o mal do século XXI, ndo fazendo distincdo de
género, raca e idade, acometendo criangas, adolescentes, jovens, adultos e idosos em
diferentes graus de intensidade e gravidade (Fonseca, 2023). A ocorréncia do transtorno de
ansiedade na populacdo mundial é de 3,6%, sendo que este nimero aumenta para 5,6% no
continente americano e 9,6% no Brasil, colocando o pais, no ranking de um dos mais ansiosos
do mundo (OMS, 2017; Fernandes et al., 2018; IHME OUR WORLD IN DATA, 2019).
Assim como em outras psicopatologias, 0 TA é mais comum em mulheres (9,6%) do que em

homens (5,4%) e afeta todas as faixas etarias.

As Figuras 1, 2 e 3, a seguir, ilustram como o Brasil encontra-se entre os paises com
maior porcentagem estimada de pessoas com transtornos de ansiedade (Figura 1), ocorrendo
em todas as faixas etarias (Figura 2), com prevaléncia maior nas mulheres (Figura 3),
diagnosticadas ou ndo, com base em amostragens representativas, dados médicos e modelos
estatisticos (IHME OUR WORLD IN DATA, 2019).

Figura 1 — Distribuicdo percentual de pessoas com transtornos de ansiedade em nivel mundial.

4 X
z L ! {
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9y !
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Fonte: IHME OUR WORLD IN DATA (2019).


https://ojs.revistacontemporanea.com/ojs/index.php/home/article/view/1195/1025
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/254610/WHO-MSD-MER-2017.2-eng.pdf;jsessionid=2BB82C8913AF4E30F3F36F7BE7B63344?sequence=1
https://www.scielo.br/j/reben/a/BJjn3CpqWBMPky8GNNGBCBS
https://ourworldindata.org/mental-health#depression
https://ourworldindata.org/mental-health#depression
https://ourworldindata.org/mental-health#depression
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Figura 2 — Distribuicdo percentual de pessoas com transtornos de ansiedade, por faixa etaria,
no Brasil.

Age-standardized

All ages

Ages 70+

Ages 65-69
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Ages 15-19

Ages 5-14

Fonte: IHME OUR WORLD IN DATA (2019).

Figura 3 — Distribuicdo percentual de pessoas com transtorno de ansiedade, por sexo, no
Brasil.
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Fonte: IHME OUR WORLD IN DATA (2019).


https://ourworldindata.org/mental-health#depression
https://ourworldindata.org/mental-health#depression
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Em decorréncia das alteracfes no modo de vida contemporaneo, o surgimento de
doengas mentais tém-se tornado cada vez mais comum na populacdo mundial. O estresse
engloba uma série de transtornos psicoldgicos como ansiedade, depressdo, insdnia, ataques de
panico, entre outros. A ansiedade representa um estado cerebral relacionado a problemas
externos, alterando o funcionamento das fibras nervosas do sistema nervoso central.

Essa percepgdo alterada ativa o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), acarretando
sintomas neuroldgicos, como taquicardia, aumento da respiracdo, tensdo muscular, sudorese,
por meio da ativacdo de sistemas cerebrais associados ao sistema de luta/fuga (Braga et al.,
2010). Em estado normal, o organismo tende a voltar a homeostasia, porém, a ansiedade passa
a ser cronica quando excedem os niveis de normalidade e frequéncia, tornando-se patoldgica e
altamente prejudicial. A ansiedade/estresse é considerada um tipo de comportamento
fisiolégico do organismo, porém, ela passa a ser patoldgica quando interfere ou prejudica o
cotidiano dos individuos, impedindo-os de desempenhar normalmente suas atividades diérias,
interferindo negativamente nas relacdes pessoais, profissionais e na qualidade de vida (Sousa
et al., 2008).

O sono representa um mecanismo fisiologico crucial para manter o organismo em
equilibrio, pois desemprenha funcbes importantes sobre a saude fisica e mental, promovendo
adequada aprendizagem cerebral e também atuando na correta funcionalidade hormonal,
imunolégica e na memoria (Barros et al., 2019). Uma boa qualidade do sono desempenha
varios beneficios a saude, inclusive, estd associado ao controle da ansiedade e do estresse,
regulacao de hormdnios, combatendo a obesidade e o diabetes (Barros et al., 2019). Porém, 0s
sintomas de ansiedade estdo diretamente envolvidos na garantia de um bom desempenho do
sono. Ja foram identificados uma série de distirbios relacionados ao sono, entre elas:
dificuldade de adormecer ou permanecer dormindo, problemas para permanecer acordado,
problemas para conseguir manter uma rotina regular de sono, comportamentos incomuns
durante a noite (Barros et al., 2019).

A insbnia é a dificuldade de iniciar o sono, manté-lo continuamente durante a noite ou
o despertar antes do horéario desejado e sua etiologia pode estar relacionadas a problemas do
dia-a-dia, estresse, doencas, medicamentos, alimentacdo ou mudanca de habitos. A ma
qualidade do sono pode gerar uma série de problemas fisicos e mentais (Kim et al., 2019),
incluindo cansago persistente, irritacdo, falta de atencdo e queda de rendimento
(MINISTERIO DA SAUDE., 2022). A privagdo cronica de sono esta relacionada ao aumento
do risco de desenvolver doencgas crénicas como doencas cardiovasculares, diabetes, além de

ocorrer 0 aumento do apetite e a ingestdo de alimentos, diminuicdo a sensibilidade a insulina e


https://periodicos.ufpb.br/ojs2/index.php/rbcs/article/view/8207/5320
https://periodicos.ufpb.br/ojs2/index.php/rbcs/article/view/8207/5320
https://www.scielo.br/j/rbfar/a/g9BJ47xJRb7S596bKGDkDWK/
https://www.scielo.br/j/rbfar/a/g9BJ47xJRb7S596bKGDkDWK/
https://www.scielo.br/j/rsp/a/tsYyRNmY7Lj9tLLDnCLMg3b/?format=pdf&lang=en
https://www.scielo.br/j/rsp/a/tsYyRNmY7Lj9tLLDnCLMg3b/?format=html&lang=pt
https://www.scielo.br/j/rsp/a/tsYyRNmY7Lj9tLLDnCLMg3b/?format=html&lang=pt
https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/42/10/42_b19-00454/_html/-char/en
https://bvsms.saude.gov.br/sono-de-qualidade-mente-sa-mundo-feliz-19-3-dia-mundial-do-sono/
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a tolerancia a glicose, prejudica a resposta imunoldgica, perturba o humor e aumenta a
vulnerabilidade a falhas de atencdo (Lessa et al., 2020). Atualmente, um terco da populagéo
mundial é afetada com problemas de insdnia, sendo que mulheres e pessoas idosas sdo mais

propensos ao desenvolvimento desta patologia (Oliveira et al., 2024).

2.1.1 Abordagem Alopatica no Tratamento do Transtorno da Ansiedade

Evidéncias atuais relacionam o estresse oxidativo como responsavel por varios
desequilibrios psiquiatricos, incluindo transtorno de ansiedade, estados depressivos e perda da
qualidade do sono, embora 0s mecanismos e padrbes causadores desses distdrbios ndo sejam
ainda totalmente compreendidos (Fedoce et al., 2018). O Sistema Nervoso Central SNC é
vulneravel a processos oxidativos que ocorrem no organismo, portanto, danos causados por
espécies reativas de oxigénio danificam células neuronais, deste modo podem ser consideradas
como causas primarias e agravantes dos sintomas de doencas psiquiatricas (Fedoce et al., 2018).

O tratamento convencional para os transtornos de ansiedade, estados depressivos e
consequentes distarbios do sono envolvem a utilizagdo de terapias cognitivas-comportamentais,
terapias psicodinamicas, medicamentos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS),
inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), inibidores de monoamino-
oxidase (IMAO), benzodiazepinicos (BZD) e beta-bloqueadores ou a combinacdo dos
tratamentos citados (Levitan et al., 2011), conforme ilustra o fluxograma mostrado na Figura 4.

Diversos farmacos, provenientes das mais variadas classes terapéuticas, apresentam
comprovada eficdcia no manejo de transtornos psiquiatricos, como a ansiedade e insdnia
(Faustino et al., 2010). Para o tratamento destes transtornos, algumas classes farmacoldgicas
sdo prescritas de forma individual ou associada, como os antidepressivos, betabloqueadores,
anticonvulsivantes, antipsicaticos e os benzodiazepinicos (Ledo et al., 2021). Sendo que 0 uso
de benzodiazepinicos e antidepressivos sdo 0s mais empregados como forma de tratamento
alopatico (Sousa et al., 2015).

Os benzodiazepinicos estdo incluidos na classe de farmacos ansioliticos mais
influentes no tratamento dos estados de ansiedade (Fagundes et al., 2024; Ferrazza et al.,
2010). S&o divididos em subclasses, de acordo com o tempo de duracdo de agdo no
organismo, sendo que: longa acdo, como o diazepam; média agdo, como o clonazepam; e
curta acdo como midazolam. Os de curta acdo sd@o mais utilizados como hipnéticos, enquanto,
aqueles com acdo mais longa sé@o utilizados mais comumente como ansioliticos (Fagundes et

al., 2024). Sédo lipossoluveis, atuando rapidamente no sistema nervoso central (SNC). O


https://www.ahajournals.org/doi/epub/10.1161/01.HYP.35.5.1173
https://www.researchgate.net/publication/325064707_The_role_of_oxidative_stress_in_anxiety_disorder_cause_or_consequence
https://www.researchgate.net/publication/325064707_The_role_of_oxidative_stress_in_anxiety_disorder_cause_or_consequence
https://www.scielo.br/j/rbp/a/pYTmPh8sT87xGhtHhSZv9qK/
https://www.scielo.br/j/rbp/a/3ySL59xfdNRSk6JPNrHBPhN/?lang=pt
https://www.scielo.br/j/eins/a/trBQCqmDSRsHqzjRpQb7HSx/?format=pdf&lang=en
https://www.scielo.br/j/paideia/a/rBKkcPdYXZ5nTJMXB4FSBCy/?format=pdf&lang=pt
https://www.scielo.br/j/paideia/a/rBKkcPdYXZ5nTJMXB4FSBCy/?format=pdf&lang=pt
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mecanismo de acdo se d& através da ativacdo do receptor GABA que é um importante e
abundante neurotransmissor inibitério no sistema nervoso dos mamiferos, possibilitando
assim, a hiperpolarizacdo celular pelo aumento do influxo de Cl-, ocasionando efeitos
inibitérios no sistema nervoso central, resultando na reducdo da propagacdo dos impulsos
excitatérios (CME INSTITUTE, 2005). Por atuar no sistema nervoso central podem causar
dependéncia (Griffin et al., 2013). Ademais, 0 uso indiscriminado desta classe de
medicamentos causa maleficios a saude do individuo como amnésia, sedacdo, alteracdes
cognitivas e disfuncdes sexuais (Sousa et al., 2015 Rajaram et al. 2020). Como mostra a
Figura 4, o tratamento inicial do TAG deve ser de curta duragdo com medicamentos
alopéaticos, com uma tentativa de retirada gradual da medicacdo apds 6 a 8 semanas de
tratamento e posterior adocdo de fitoterdpicos, visando minimizar a ocorréncia de efeitos
colaterais. Tendo em vista que essas substancias apresentam efeitos colaterais indesejados,
justifica-se a busca por alternativas mais eficazes e com menores efeitos colaterais no

tratamento destas desordens (Faustino et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1076447/pdf/i1523-5998-7-1-23.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3684331/pdf/i1524-5012-13-2-214.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6332383/pdf/molecules-20-18620.pdf
https://www.unanijournal.com/articles/126/4-2-2-561.pdf
https://www.scielo.br/j/rbp/a/3ySL59xfdNRSk6JPNrHBPhN/?lang=pt

Figura 4 — Fluxograma da Associacdo Médica Brasileira para o tratamento convencional do

transtorno de ansiedade.

| Transtorno de Ansiedade Social [TAS) ]

N

TAS Circunscrito (TAS-C)

A) Psicotarapia
1) TCC focada para situagio fobica

B} Psicofarmacos

2) Beta-bloguesdor

3) Benzodiazepincos®

*Aiguns rinuios ardes os silvapdo Mbics
4] ISRS (em tralamentos de longo prazo)

C) Tratamento combinado

| TAS Generalizade [TAS-G) |

1) Ezcalha do pacienie
2) Disponibifidade de fratamenfo

3) Custos
4) Comorbidades

v

¥

v

Psicotaraoia

Psicofarmacos

Tratamento combinado

v v

L

Al Terapia Cognitivo- A)ISRS:

Cempeortamental (TCC) Sertralina

= Modalidade imdividual ou em Faroxeting
grupe [ wirtual ou com Fluoxatina
terapauta Fluvoamina

Citalopram
B) Terapia psicodindmica Escitalopram
*  Ewidéncias preliminares de Fluoatina®

efichcia em grupo

B) IRSN: Venlkafaxina

* Reswitados de ECRS confrovarsas

A)TCC + ISRS*

* Nio hd eviddncias consigfenfes
ae Que o fratarmenio combinaca
de TOC com ISRS @ mals eficaz
do gue ambos em manoherapia,
A efichcia oo fratamenfa
cormbingdo fem maior eviddnsa
na associagio de IMAO+TCC
{no entarto, em wiude do risco,
BEan@-s5a fomo B‘Srfﬂréﬁ'-lﬂ pnara
rafratariog)

Sa muitos sintomas fisicos de ansiedade
Considerar acrdscimo o BZD nas primeiras semanas
fer pacikarles sent histdria Je depanddncia guimical

v

Avahar em 4 semanaz

v

| Responde |

MAo responde | Resposta parcial

Tratamento de
Manutengao

Recaida

¥

Assintomatico
Reducio gradual e

4

Parsisténcia dos
sintomas

Se 1= escolha tratamento
madicamentoso

Aurmenta da dose, &le dose masima
Iolerada ou recomendsda pelo
fabricanie

B
psicoterapico:

1= escolha tratamenio

interrupgio Iniciar psicofdrmace ou psicofarmaco
cam novo curso ode TOC
l Avaliar em 4-8 semanas ¢
Responde
NAo Responde | Resistente | " |
Re-avaliagio clinica
= Re-avaliar diagrosiioo
« Rever ratamento de comorbidades
Trat o d
Alternativas de manejo para casos refratérios Ma:::;n:aoc
= Tratamanfo combinado

= TCCHERS (se ainda ndo whilizado)
» TCC#AD

« Trocar por medcagso de mesma classe fex.. ISRS por ISRS)
« Trocar por medicag8o de classe diferente (sx. ISRS por IMAD)
* Associagdojpotancializacde com oufras madicagdas;
+ Benrodiazepinico
+ Clanzapirtg
* + Fragabaling
* +Gabapanting

Fonte: Levitan et al., (2011).

16


https://www.scielo.br/j/rbp/a/pYTmPh8sT87xGhtHhSZv9qK/

17

2.1.2 Abordagem Fitoterapica no Tratamento do Transtorno de Ansiedade

A preocupagdo maior no uso de farmacos convencionais no tratamento da ansiedade e
insdnia é a utilizacdo abusiva ou prolongada dos mesmos, que podem gerar efeitos mais
agressivos, visto que quando usados em doses maiores que o recomendado e por um periodo
maior que 0 necessario para o tratamento, causam problemas de tolerancia, dependéncia e
crises de abstinéncia durante a retirada, fatores farmacologicos como tempo de meia-vida e
liposolubilidade também influenciam nas crises de dependéncia e abstinéncia (Nunes; Bastos,
2016).

Atualmente, o uso das terapias alternativas € aceito pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) por meio da Portaria n° 97, de 03 de maio de 2006 que regulamenta a adocdo de
algumas praticas em ambito nacional, como: medicinal tradicional chinesa/ acupuntura,
homeopatia, plantas medicinais, fitoterapia, termalismo social/ crenoterapia e medicina
antroposoéfica. Meditacdo e yoga também sdo préaticas terapéuticas comprovadas que podem
ser utilizadas para o manejo de transtornos de ansiedade, reducdo do estresse e melhora do
sono (Medeiros, 2017; Levine et al., 2017). Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou estratégias e planos de acdo voltados a fomentar a medicina tradicional e
complementar em nivel global, estabelecendo o0s seguintes objetivos: 1) construir a base de
conhecimento necessaria para a gestdo ativa da medicina complementar, através de politicas
publicas apropriadas; 2) fortalecer a garantia de qualidade, seguranga, uso adequado e eficacia
da medicina tradicional e complementar, regulamentando produtos, praticas e praticantes; e 3)
promover a cobertura universal de salde através da integracdo de métodos tradicionais e
servicos de medicina complementar na prestacdo de servicos de salde e cuidados de saude
préprios (WHO, 2022).

Nas Ameéricas, o Brasil foi um dos primeiros paises a inserir a utilizacdo de
fitoterapicos no contexto do Sistema Unico de Satde (SUS), através da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), com a publicacdo da Portaria GM/MS N°
971 de 3 de maio de 2006 (MS, 2006). Atualmente a disponibilizacdo de fitoterapicos no
Sistema Unico de Salde, concentra espécies da flora nativa brasileira e também espécies
exoticas. O Caderno N° 31 da série Cadernos de Atencdo Basica do Ministério da Satde
relaciona 12 espécies nativas e exoticas disponibilizadas pelo Sistema Unico de Satde (MS,
2012), sendo tais espécies constantes também na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (MS, 2022).


https://revistas.unifan.edu.br/index.php/RevistaICS/article/view/234
https://revistas.unifan.edu.br/index.php/RevistaICS/article/view/234
https://www.metodista.br/revistas/revistas-ims/index.php/COR/article/view/8369/6145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5721815/pdf/JAH3-6-e002218.pdf
https://apps.who.int/gb/ebwha/pdf_files/EB152/B152_37-en.pdf
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2006/prt0971_03_05_2006.html
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/praticas_integrativas_complementares_plantas_medicinais_cab31.pdfv
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/praticas_integrativas_complementares_plantas_medicinais_cab31.pdfv
https://www.conass.org.br/wp-content/uploads/2022/01/RENAME-2022.pdf
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Outros estudos demonstram que a combinacdo de terapia cognitiva, exercicios fisicos
e boa nutrigdo sdo eficientes para a diminuigdo dos sintomas de ansiedade, depresséo e a
insonia (Kozasa et al., 2010; Santos et al., 2021). Mindfulness, um tipo de meditacéo,
apresenta resultados favoraveis para os transtornos psiquiatricos, por meio da préatica de
atencdo plena e praticas de respiracdo (Azevedo et al., 2022).

O emprego das plantas medicinais para o tratamento de doencas € conhecida desde o0s
primordios da humanidade. As farmacopeias tradicionais descrevem inumeras espécies
vegetais com as mais variadas indicacfes terapéuticas. Sabe-se que cerca de 25% dos
medicamentos encontrados na indUstria farmacéutica apresentam algum tipo de principio
ativo derivado das plantas medicinais (Viegas et al., 2006). Desse modo, o uso das plantas
medicinais demonstra ser uma forma de tratamento promissora, segura e eficaz para
patologias como ansiedade, depressao e insbnia, com a vantagem de produzirem poucos ou
nenhum efeito colateral (Dutra et al., 2016).

A fitoterapia é fortemente indicada para redugdo da ansiedade e induzir e melhorar a
qualidade do sono (Kurebayashi et al., 2016). Atualmente diversas plantas medicinais sdo
conhecidas e utilizadas como tratamento alternativo ou complementar para o controle dos
transtornos psiquiatricos, e por isso, vém sendo exaustivamente estudadas. Plantas medicinais
como kava-kava (Piper methysticum), Valeriana (Valeriana officinalis), Melissa (Melissa
officinalis), Selo-de-Salomdo (Polygonatum sibiricum) e Marauja (Passiflora incarnata), ja
possuem sua eficacia comprovada dos efeitos sedativos e capacidade promotora do sono por
meio de pesquisas cientificas (Faustino et al., 2010).

Estudos indicam que polifendis, flavondides e outros metabolitos secundarios
presentes nas plantas medicinais afetam direta ou indiretamente o sistema nervoso central,
podendo ser empregado no tratamento de transtornos psiquiatricos (Widmer, 2022).

A selecdo de uma planta com potencial atividade de interesse € um passo muito
importante para o estudo farmacol6gico. A escolha pode ser feita de varias formas, sendo que
0 uso tradicional pela medicina popular, conhecida como etnofarmacologia é a estratégia mais
comum (Albuquerque; Hanazaki, 2006). O entendimento do mecanismo de acdo, a segurancga
e eficacia na utilizacdo constitui, ainda, um desafio para a ciéncia (Carlini et al., 2006;
Harsha; Anilakumar, 2013). Tendo em vista a existéncia da grande diversidade de plantas
com potencial medicinal, a quantidade de substancias terapéuticas que ja foram aprovadas
para o uso clinico ainda é muito baixa. Isso se deve, principalmente, as complexas misturas de
componentes quimicos existentes nas plantas medicinais e 0 seu mecanismo de acéo, que na

maioria das vezes é bastante amplo e complexo (SOUSA et al., 2008).


https://www.scielo.br/j/rbp/a/3zSdbFFptLLkNysmPXMbfpx/?format=pdf&lang=en
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https://www.scielo.br/j/qn/a/gQqYVTzykDtcSVtKvYDxWTP/?format=pdf&lang=pt
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043661816000232
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https://doi.org/10.1590/S0102-695X2008000400023
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As plantas que apresentam agdes biologicas e farmacologicas com potencial uso
terapéutico para doencas psiquidtricas, especificamente, os distdrbios da ansiedade devem ser
usados na pesquisa objetivando a comprovacdo da eficacia de novas substancias. Os extratos
vegetais e 0s constituintes com efeitos psicoterapéuticos demonstrados em modelos animais
de ansiedade podem servir para melhores avaliacbes com a possibilidade de serem candidatos
para o uso clinico, merecendo, portanto, uma maior atencdo na comunidade cientifica (Sousa
et al., 2008).

2.2  Alface: Origem, Producéo Nacional e Beneficios Gerais a Saude Humana

A origem da alface cultivada atualmente é alvo de controvérsias em torno de trés
teorias originais. A primeira postula que a espécie moderna de alface (Lactuca sativa L.)
evoluiu a partir de uma linhagem selvagem da propria espécie Lactuca sativa. A segunda
teoria aponta para a variedade Lactuca serriola como ancestral direta de Lactuca sativa L.
Finalmente, a terceira teoria aponta para evidéncias que sugerem que a variedade hoje
cultivada, (Lactuca sativa L.), foi resultado de muta¢cdes cumulativas durante o longo tempo
de cultivo da hortalica. Atualmente, a tendéncia mais aceita é que a hibridacéo entre espécies
ocorrida ao longo do tempo de cultivo, é preferida em relacéo a teoria geralmente aceita de
que Lactuca sativa L. originou-se por descendéncia direta da espécie ancestral Lactuca
serriola (Lindqgvist, 1960).

Os primeiros registros da existéncia da alface como uma hortalica cultivada remetem
as pinturas em tumbas no antigo Egito, mostrando que uma variedade de alface de folhas
longas ja era cultivada no ano 4.500 a.C. Em 1924, o egiptélogo alemdo Ludwig Joseph
Gustav Keimer classificou a variedade que crescia no antigo Egito como pertencente a
Lactuca sativa var. longifolia, apresentando folhas lanceoladas e pontiagudas (Keimer, 1924).

Do Egito, o cultivo da variedade primitiva da alface se espalhou para a Grécia e,
posteriormente para Roma. Na Grécia, Hipocrates (460 — 370 a.C.), considerado o “pai da
medicina”, exaltava os efeitos calmantes da hortalica € em Roma, o historiador e naturalista

Plinio, o “velho” (23-79 d.C.) divulgava as propriedades indutoras do sono da alface.

Mais tardiamente, entre 600 e 900 d.C. a alface foi introduzida no Oriente (Oriente
Médio e China). Por volta do século XVI, a alface ja era cultivada em todo o redor da Europa
(Lindqgvist, 1960). Nas Américas, a alface foi introduzida em 1494 com as expedicOes de

Cristévdo Colombo e, particularmente no Brasil, foi introduzida em 1650 com a colonizacéo
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portuguesa (EMBRAPA, 2023). Em nivel mundial, é a hortalica folhosa mais consumida,

sendo produzida em todos 0s continentes.

Atualmente, os maiores produtores de alface no mundo, séo a China que lidera a lista,
com 23,6 milhdes de toneladas (52% da produgdo mundial), seguida de Estados Unidos,
india, Espanha e Italia (CAMPO & NEGOCIOS, 2021). O Brasil ocupa o sexto lugar, na

producdo mundial de alface.

No Brasil a hortali¢a é plantada principalmente na regido Centro-Sul. Entretanto, por
se tratar de um produto altamente perecivel e largamente consumido, é cultivada em todas as
regides, especialmente em areas préximas dos grandes centros, os chamados “cinturdes
verdes”. O estado de Sdo Paulo ¢ o maior produtor € o maior consumidor de alface no pais
(cerca de 268 mil toneladas/ano), seguido do Rio de Janeiro (cerca de 98.000 toneladas/ano),
Parana (cerca de 50 mil toneladas/ano) e Minas Gerais (cerca de 50 mil toneladas/ano)
(EMBRAPA, 2023). (Figura 5).

Figuras 5 — Principais estados produtores de alface no Brasil
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Fonte: EMBRAPA (2023).
As cultivares de alface atualmente disponiveis no mercado brasileiro de sementes
podem ser agrupadas em seis tipos morfologicos principais, com base na formacéo de cabeca
e tipo de folhas (EMBRAPA, 2009), representadas na Figura 6.


https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1153294/brasil-em-50-alimentos
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https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-/publicacao/1153294/brasil-em-50-alimentos
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/783588/1/cot75.pdf
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Figura 6- Repolhuda Lisa ou Manteiga (com 26 cultivares; Figura 6A), a Repolhuda
Crespa ou Americana (com 20 cultivares; Figura 6B), a Solta Lisa (com 9 cultivares; Figura
6C), a Solta Crespa (com 17 cultivares; Figura 6D), a Solta Crespa Roxa (com 7 cultivares;

Figura 6E), a Tipo Romana (com 3 cultivares; Figura 6F).

A - Repolhuda lisa

B - Repolhuda crespa.

Fonte: EMBRAPA (2023).
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A alface (Lactuca sativa L.) é uma hortalica folhosa com diversas cores, formas e
tamanhos, conhecida mundialmente por seu sabor agradavel e por ser de facil preparo e
digestibilidade. Com apenas 15 a 17 calorias a cada 100 gramas, a alface contém vitaminas A e
C, calcio, ferro, fosforo e fibras, sendo uma opcéao nutritiva e de baixo teor calérico (Noumedem
et al., 2017). Devido a presenca de fibras e 4gua proporciona sensacao de saciedade, sendo ideal
para aqueles que buscam consumir poucas calorias e, a0 mesmo tempo, sentir saciedade. Muito
rica em vitaminas, magnésio, potassio e antioxidantes, contribui para fortalecer o sistema
imunolodgico reduzindo riscos de contracao de resfriados, gripes e outros processos inflamatorios
(Ismail; Mirza, 2015). Os compostos com agdo antioxidante agem reagindo com os radicais
livres ou reduzindo o processo de inicializagdo desses radicais no interior das células
(Abdelkader et al., 2022; Mattosinhos et al., 2022). A presenca de precursores da vitamina A,
como a luteina e a xantina, a alface pode também auxiliar na prevencdo de doencas
oftalmol6gicas como catarata e degeneragdo macular (Das; Bhattacharjee, 2020). As fibras
presentes na alface, especialmente a pectina, auxiliam na prevencao da constipacdo e facilitam o
transito intestinal dos alimentos. Por ser composta de 96% de agua, 0 consumo da alface auxilia
na hidratacdo do corpo, diminuindo a sede e mantendo o corpo hidratado por um periodo de
tempo mais longo.

A alface (Lactuca sativa) é uma hortalica folhosa amplamente consumida em todo o
mundo, que apresenta alto valor nutricional em termos de compostos bioquimicos e fibras. E
conhecida por ser uma fonte de fitonutrientes incluindo clorofila, antocianinas, vitaminas e
carotenoides, entre outros compostos antioxidantes (Kim et al., 2007), o que a torna ainda mais
interessante no que tange as atuais tendéncias de consumo, ja que muitas pessoas tém procurado
obter uma vida mais saudavel e estdo mudando seus habitos alimentares na busca por qualidade
nutricional.

A composicdo nutricional e bioativa da alface envolve a presenca de vitaminas,
fitoquimicos (fendlicos e carotendides), macro e micronutrientes cujos teores diferem
dependendo da origem e variedade da espécie. Na literatura cientifica sdo relacionados pelo
menos 49 compostos biotivos presentes em variedades de alfaces. S&o 19 tipos de vitaminas, 11
tipos de minerais, 6 tipos de carboidratos, 3 tipos de &cidos graxos e 3 tipos de proteinas e
aminoacidos (Venkateish et al., 2021).

A planta em sua totalidade € utilizada para controlar problemas no estbmago, melhorando
a digestdo e também devido a atividade analgésica e anti-inflamatoria (Sayyah et al., 2004, Kim

et al., 2016). Ha ainda, evidéncias que apontam para a existéncia de atividade hipoglicemiante,
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antifungica e anticancerigena e ainda propriedades antioxidantes e laxativa (Ahangarpour et al.,
2014). O Quadro 1, a seguir, apresenta o perfil nutricional de diferentes variedades de alfaces.

Quadro 1 — Perfil nutricional de diferentes variedades de alface (Lactuca sativa L.)

Vitaminas WVitamina A 948 mog 346,06 meg 156,9 mog 105,6 mog
Alfa-caroteno 0,0029 myp 0,0 mg 0,0 mg 0,0 myg
Retinol 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
[-caroteno 0215 mg 1.093 mg 0314 me 0,211 mg
f-criptoxantina 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
Licopeno 0,0 myg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 myg
Vitamina C 2,0 mg 2,0 mg 1.4 mg 0,9 mg
Vitarmina D - - - -
LuteinatZeaxantina 0,199 ¢ 0,z 0,139 ¢ 00822 o
WVitamina K 0,0174 mg 00563 mg | 0,0062 mg 0,0082 mg
Tiamina 0,0 myg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 myg
Riboflavina 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
Miacina 0,1 myg 0.2 mg 0,0 mg 0,0 myg
Vitamina B6 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
Folato 0,0209 mg 00401 mgz 00082 mg 00018 mg
Vitamina B12 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
Acde Pantoténico 0,1 myg 0.1 mg 0,0 mg 0,0 myg
Colina 4.8 mg 4.6 mg 0,6 mg 0,06 mg
Betaina 0,1 myg 0.1 mg 0,0 mg 0,0 myg
Minerais Ferro 300 meg T00 meg 100 meg 0,0 mog
Cilcio 1 3000 meg 19300 meg | 2000 meg 1700 mcg
Fosforo 14400 meg 15200 mce 1E00 meg 1400 mcg
Magnésio SHK) mcg T200 meg B0 mog 600 meg
Sodio 7200 mcg 2800 mcg S00 meg 1300 mcg
Potdssio 0,102 g 0,131 g 00148 g 0,0092 mg
Caobre 00 g 0.0z 0.0 g 0.0z
Linco 100 mog 100 meg 100 meg 100 mog
Manganés 100 meg 100 mcg 0,0 meg 0,0 meg
Fliior - - - -
Selémio 100 meg 0.3 mcg 0,0 meg 0,0 meg
Carboidratos Carboidratos totais 2300 my 1200 mg 200 mg 100 mg
Fibra dietética SO0 mg 600 mg 100 mg 100 mg
Amido 0,0 mg - 0,0 mg 0,0 mg
Actcar 1400 mg 500 mg 100 my 0,0 myg
Sacarose 360 mg 0,0 mg 0,0 mg 0,0 mg
Glicose 655 mg 236 mg 244 mg 17,1 mg
Frutose 720 mg 281 mg 48,0 mg 20,4 mg
Acidos Graxos Lipidios totais 100 mg 100 mg - -
Acido graxo dmega-3 3TAmg 457 mg - -
total
Acido graxo dmega-6 15.1 mg 18,7 mg - -
total
Lipidio poliinsaturado 100 my 100 mg - -
Proteinas e Amino Proteina G0 mg TO0 mg 100 my 100 myg
Acidos Trptofano 6,5 mg 7.2 mg 0,6 mg 0.4 my
Fenilalanina 16,6 mg 29.1 mg 39 me 2.6 mg
Informacies Calorias 10,1 (423 k0 | 7.2(30.1 10 {4.2kI) 0,7(29 k)
caldricas kI)
Carboidrato T.7(32,2kD) 4.3 (180 0,7 (29kI) 0.5 (2,1 kI)
k1)
Lipidic 08 (33 kI) 1042 k) | 0.2 {08k]) 0,1 (0.4 kI)
Proteina 1.6 (6,7 kI) 1B(75K) | 0.2(08k]) 0.2 (0,8 kJI)
Alcool 0,0 (0,0 kI) 0.0 (00 k1 | 0,0 (0,0 kIy 0,0 (0,0 kI)

A sequir, a figura sintetiza os beneficios gerais da alface na promocdo da saude humana:

Fonte: Venkateish et al., (2021).
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Figura 7 — Compostos bioativos em alface, destacando os beneficios para a saude
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Fonte: Yang et al,. (2022).

2.2.1 Atividade Ansiolitica da Alface

Evidéncias atuais relacionam o estresse oxidativo como responsavel por Varios
desequilibrios psiquiatricos, incluindo estados depressivos, ansiedade e perda da qualidade do
sono, embora 0s mecanismos e padrdes causadores desses distdrbios ndo sejam ainda totalmente
compreendidos (Fedoce et al. 2018). A inflamagdo em um organismo esta correlacionada com
surgimento e piora de sintomas psiquiatricos como ansiedade e depressdo (Ismail and Mirza.,
2015).

O uso de plantas para tratamento, cura e prevencdo de doencas, é uma das mais antigas
formas de terapia alternativa ao uso de farmacos convencionais. Conforme a OMS, 65-80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependem das plantas como Unica forma de acesso
aos cuidados basicos nos tratamentos da satde (Carvalho et al. 2021). Extratos provenientes das
plantas medicinais sdo explorados por seus potenciais efeitos anti-inflamatorios, antidepressivos
e outros (Ismail and Mirza., 2015). A Medicina Tradicional Persa (TPM) se trata de uma fonte
valiosa que descreve diversas plantas medicinais com propriedades ansioliticas e sedativas. Esse
tratado descreve também ervas apropriadas para uso em mulheres gestantes que apresentam
quadros de insdnia e menciona um efeito hipnotico para a alface e a semente desta planta
(Ghorbani et al., 2013). Em um ensaio clinico randomizado, mulheres gestantes com insonia
receberam capsulas contendo 1000 mg de sementes de alface diariamente durante duas semanas,

os resultados apresentaram melhora da qualidade de sono mensurado pela Escala de Avaliagdo
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do Sono de Pittsburgh (PSQI, na sigla em inglés), um instrumento amplamente utilizado para
avaliar a qualidade do sono em adultos, quanto maior a pontuagéo, pior a qualidade do sono.
Concluiu-se entdo que a alface pode ser recomendada como um remedio natural seguro e eficaz

no tratamento de ins6nia relacionado a gravidez (Pour et al., 2018)

Nesse contexto a hortalica alface (Lactuca sativa L.) que, apesar de ser utilizada
popularmente desde a antiguidade, no controle dos sintomas de ansiedade, insénia e outros
disturbios na saide humana, necessita de mais estudos cientificos realizados com as diferentes
partes da hortalica para comprovar e elucidar a atividade ansiolitica ou indutora do sono da
espécie (Harsha; Anilakumar, 2013).

Estudos recentes indicam que a presenca de lactucina e seu éster, a lactucopicrina,
confere a alface propriedades calmantes, hipnoéticas e soniferas podendo auxiliar a reduzir a
ansiedade e melhorar a qualidade do sono (Kim et al., 2017). A lactucina junto com outros
compostos com a¢do sedativa e analgésica estdo presentes no latex secretado principalmente pelo
talo de variedades de alfaces em estagio avancado de maturacdo, sendo um composto organico,
que em seu estado puro é encontrado na forma de cristais brancos de sabor amargo. Em conjunto
com seus derivados sdo o0s principais responsaveis pelo sabor levemente amargo de plantas do
género Lactuca, e algumas outras espécies da familia Asteraceae. A lactucina foi observada pela
primeira vez no latex da alface selvagem (Lactuca virosa L.), representada na Figura 13, em
meados do século XIX. O latex excretado a partir de folhas e hastes danificadas de plantas com
flores da alface selvagem, quando deixados a céu aberto, desidratavam em um produto gomoso e
castanho conhecido como lactucério ou 6pio de alface. Analgésicos, antitissicos e propriedades
sedativas do Opio de alface, utilizados em toda a Europa, durante séculos, tinham sido atribuidos
devido a presenca de lactucina e seu éster lactucopicrina, antes mesmo de suas estruturas serem
conhecidas (Barros, 2013).
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Figura 8 — Lactucario escorrendo de um corte em uma planta de alface selvagem (Lactuca virosa
L.) e principios ativos com efeitos sedativos presentes no lactucério de variedades de alface: 1 =
alfa-lactucerol; 2 = beta-lactucerol; 3 — lactucina; 4 = lactucopicrina.

N 7o _ z

Fonte: Oladimeji; Kumar, (2023).

Um dos primeiros estudos com critérios cientificos, voltado a investigar o efeito de
compostos bioativos presentes em sementes de alface em pacientes com insonia provocada ou
ndo por transtornos de ansiedade, mostrou que para um universo pesquisado de 60 pacientes
geriatricos, o Oleo de sementes de alface mostrou-se um medicamento isento de perigo,
constituindo-se em um auxiliar Gtil para ser utilizado em protocolos de tratamento de pacientes
geriatricos que sofrem de formas leves e moderadas de ansiedade, e dificuldades para dormir
(Yakoot et al., 2011)

Na mesma linha de pesquisa voltada a investigar o efeito de compostos bioativos
presentes em sementes de alface, foi realizado no Ird& com mulheres gestantes. A pesquisa
original e pioneira confirmou que o 6leo obtido das sementes de alface promoveram um estado
de sonoléncia em mulheres gestantes e, ao contrario de farmacos tradicionais, nao resultaram em
efeitos colaterais quando ministrados em doses adequadas (capsulas de 1.000 mg) em 100
mulheres gestantes com idades entre 20 e 45 anos. O principal desfecho da pesquisa foi a
melhoria na qualidade do sono, com a diminuicdo de estados de ansiedade, resultando na
observacdo de que o Oleo extraido de sementes de alface pode ser recomendado como um
remédio natural seguro nas dosagens adequadas, para o tratamento da insdnia relacionada a
gravidez (Pour et al., 2018).

Estudos conduzidos em ratos concluiram que o extrato hidroalcéolico das folhas de alface
apresentou atividade ansiolitica semelhante a droga diazepam. A atividade sedativa e ansiolitica
é atribuida a presenca de polifendis presentes no extrato das folhas da alface (Harsha;
Anilakumar, 2013, Komaki et al., 2014).
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Diferentes dosagens de extratos de semente de Lactuca serriola L. foram utilizados com
0 objetivo de avaliar o potencial anticonvulsionante, antiepilético e sedativo em modelos animais
em experimentos laboratoriais controlados e os resultados obtidos demonstraram que, sob
situacdo controlada, como a descrita, 0 extrato de Lactuca serriola L. induziu a um estado de
latencia nos estados epiléticos e convulsionantes induzidos e prolongamento da duracdo do
sono, sendo que todos as dosagens testadas demonstraram um potente potencial inibitério para
GABA-AT. Os resultados indicaram os potenciais efeitos ansioliticos e antiepileptogénicos da
planta e consolidou ainda mais o uso etnofarmacoldgico das sementes de Lactuca serriola L.
como tratamento auxiliar em distdrbios neuroldgicos (Ullah et al., 2022).

A medicina tradicional persa esta estabelecida sobre uma fonte valiosa de conhecimentos
tradicionais de plantas medicinais utilizadas no combate a insonia, causada ou ndo por
transtornos de ansiedade, ha milhares de anos. Assim extratos de éleos de partes de plantas como
a alface, sdo utilizadas rotineiramente no tratamento da ansiedade e insonia. Dentre eles
encontra-se uma formulacéo intranasal de 6leo de Lactuca sativa L., combinada com 6leo de
violeta e 6leo de acafrdo. No estudo aqui citado, 50 pacientes diagnosticados com insdnia
crénica primaria foram submetidos a tratatamento com duas gotas (duas vezes ao dia) da
formulacdo intranasal dos dleos citados e placebo por oito semanas. O resultado do estudo
mostrou uma reducdo positiva significativa no Indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh
(PSQI) desde o inicio até o desfecho do estudo, sugerindo que a ministracdo da formulagéo
intranasal multi-herbal apresenta potencial para ser utilizada como tratamento da insénia cronica
priméaria e reduzir ou eliminar a ministracdo de medicamentos hipndticos convencionais em
pacientes com insbnia e outros disturbios neurais (Taherzadeh et al., 2020).

Estudos com o objetivo de promover melhoramento transgénico demonstram que a
transformacéo de espécimes de Lactuca sativa L. com a utilizacdo do gene rol ABC mediada
com a atividade microbiana de Agrobacterium, induzem ao aumento significativo na
quantidade de compostos fendlicos, com o0 consequente aumento na capacidade
anticoagulante, antiinflamatéria, analgésica, antioxidante e antidepressiva nas variedades de
alface testadas. Assim, o desfecho do estudo destaca a importancia da utilizacdo de genes rol
ABC mediado pela ac¢do bioldgica de Agrobacterium no sentido de aumentar a producdo de
metabolitos secundarios em alface e melhorar sua acdo analgésica, antiinflamatoria,

antioxidante e suas propriedades ansioliticas (Ismail et al., 2017).

A ansiedade é um estado fisiol6gico caracterizado por componentes cognitivos,

somaticos, comportamentais e emocionais, havendo evidéncias na medicina tradicional da
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eficacia da alface no tratamento de transtornos de ansiedade em humanos. O estudo ora
citado, avaliou os efeitos de extrato hidroalcodlico de alface em aspectos comportamentais de
ratos em laboratdrio, comparando os resultados com os efeitos promovidos pela ministracéo
do diazepam. O desfecho da investigacdo mostrou que a administracdo aguda (intensa) do
extrato de alface apresenta perfil ansiolitico similar & utilizacdo do diazepam em baixas
dosagens, concluindo-se pela necessidade da realizag&o de pesquisas mais aprofundadas para
esclarecer as dosagens ideais de extrato de alface no tratamento da ansiedade em humanos
(Komaki et al., 2014).

Estudo semelhante também realizado com ratos em laboratério avaliou a atividade
ansiolitica do extrato hidroalcodlico de alface comparada com a utilizacdo do farmaco
diazepam na dosagem de 1mg/kg de peso corporal individual dos ratos. As dosagens de
extrato hidroalcodlico de alface utilizadas no experimento foram 100, 200, 300 e 400 mg/kg
de peso corporal administrados via oral na populacdo de ratos, por um periodo de 30 dias
avaliando-se o comportamento exploratorio, atividades locomotoras e atividade ansiolitica. O
desfecho do estudo sugeriu que o extrato hidroalcoolico de alface, rico em polifendis e outros
metabolitos secundarios, nas dosagens maiores (300 e 400 mg/kg de peso corporal)
apresentam potente propriedade ansiolitica denotada pelo tempo gasto e pelo nimero de
entradas dos ratos no campo de alimentacdo do experimento laboratorial (Harsha;
Anilakumar, 2013).

Evidéncias mostram que apesar de a alface ser reconhecida popularmente por seus
efeitos hipndticos e sedativos, apenas poucos estudos documentaram seus efeitos na
promocdao do sono e elucidaram os mecanismos por tras desses efeitos. Este estudo investigou
a atividade promotora do sono do extrato de uma variedade de alface com alto teor de
lactucina (HLE), substéncia reconhecida como promotora do sono em modelos animais. O
estudo foi conduzido com acompanhamento por eletroencefalograma das atividades neurais
de grupos de pacientes induzidos ao sono pela administracdo de pequenas doses de
pentobarbital. O grupo administrado com a dosagem de extrato de alface enriquecido com
lactucina (HLE), na dosagem de 150mg/kg de peso corporal, mostrou um aumento de 47,3%
no tempo de duracdo do sono em comparacdo com o0 grupo controle. A andlise de
encefalograma mostrou que o HLE aumentou significativamente o movimento ocular ndo
rapido (NREM), onde as ondas deltas melhoraram 59,5%, resultando em aumento no tempo
de sono. No modelo de excitacdo induzida por cafeina, o0 HLE diminuiu significativamente o

tempo de vigilia aumentado pela administracdo da cafeina. Como desfecho, o experimento
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mostrou que o HLE aumentou o sono NREM e melhorou significativamente o
comportamento do sono devido a sua agao nos receptores GABAA. As descobertas coletivas
deste estudo sugerem que o extrato hidroalcéolico de alface enriquecido com lactucina (HLE)
pode ser utilizado como um novo agente para melhorar 0 sono em pacientes com transtorno

de ansiedade e disturbios do sono (Ahn et al., 2023).

Os efeitos ansioliticos da alface foram testados em laboratorio utilizando como
modelo animal, camundongos. Os testes utilizados foram: teste de campo aberto, teste de
labirinto T e teste de enterrar bolinhas de gude. Os resultados obtidos demonstraram que o
extrato hidroalcoolico de folhas de Lactuca sativa tiveram efeito positivo sobre aspectos
comportamentais dos camundongos. Foram observados aumento da atividade locomotora e
tempo gasto no labirinto no grupo alimentado com extrato. Os niveis de malondialdeido
(MDA) e nitrito diminuiram, os niveis de catalase e glutationa aumentaram em camundongos
tratados com Lactuca sativa. Os dados obtidos no estudo sugerem que o extrato de Lactuca
sativa pode proporcionar protecdo significativa contra a atividade ansiolitica (Harsha;
Anilakumar, 2013).

O efeito indutor do sono proporcionado por variedades de alface romana foi
investigado em pacientes submetidos a dosagens leves de pentobarbital para dormir. Os
extratos de sementes e folhas das variedades de alface romana, induziu a um aumento na
duracdo do sono, tanto em dosagens baixas, como em dosagens altas. Observou-se que 0
extrato de alface romana variedade vermelha, apresentou menor teor de lactucina (361,50
micrograma/g) quando comparado ao extrato da variedade verde (1071,67 micrograma/g).
Observou-se, também, que o extrato das sementes da alface romana apresentou maior teor de
polifenais, incluindo &cido caftérico, acido clorogénico e acido chicorico, quando comparado
com o extrato das folhas. O estudo foi conclusivo no sentido de mostrar que a alface romana
(principalmente na forma de extrato de sementes), € uma interessante e valiosa fonte de
material potencializador do sono, e contém fendlicos antioxidantes que protegem do estresse

oxidativo causado por distdrbios do sono (Kim et al., 2017).

Modelos animais invertebrados e vertebrados submetidos a estresse fisico foram
utilizados para testar o efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de alface verde (GLE). Em
Drosophila melanogaster o grupo que sofreu estresse vibratorio apresentou redugdo do tempo
de sono em comparagdo com 0 grupo controle, sem estresse vibratorio, porém o grupo de
tratamento com GLE recuperou esse tempo de sono perdido. Para os modelos vertebrados

(ratos), a analise eletroencefalografica mostrou que no grupo GLE (dosagem de 120 mg/kg de
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peso corporal), a alteragdo no padrdo de sono causada pelo estresse foi restaurada e 0 sono
NREM (movimento ocular ndo rdpido) aumentou 68,8%, melhorando a qualidade geral do
sono. Quando tomados em conjunto, os resultados obtidos pelo estudo permitiram considerar
que o GLE se liga eficazmente ao receptor GABAA para promover melhorias na qualidade e

quantidade do sono (Jo et al., 2021).

Camundongos, como modelo animal vertebrado, também foram utilizados para testar
os efeitos do extrato de folhas de alface romana (RE) como potencializador do sono. A analise
por HPLC mostrou que RE contém lactucopicrina (0,02 mg/g de extrato), acido clorogénico
(4,05 mg/g de extrato), &cido cafeico (2,38 mg/g de extrato) e &cido chicérico (7,02 mg/g de
extrato), como principais compostos fenolicos. A analise eletroencefalografica realizada
mostrou que o RE aumentou significativamente 0 movimento ocular ndo rapido (NREM),
onde a onda delta foi aumentada em 40% em compara¢do com 0 grupo controle. No teste de
vigilia induzido por cafeina, RE diminuiu em 53% o tempo de vigilia. O conjunto de
resultados do estudo, mostrou que RE pode ser utilizado como agente fitoterapico no
tratamento de disturbios do sono, atraves da ligacdo ao receptor GABAA-BZD por melhorar

significativamente o aumento do comportamento do sono NREM (Hong et al., 2018).

Figura 9 — Promocdo do sono em camundongos por acdo das ligacdes GABAérgicas.
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Fonte: Adaptado de Kim et al. (2019).

Grupos de ratos com sono induzido por administracdo de pentobarbital foram
avaliados quanto a qualidade e quantidade do sono com extratos de alface romana verde
contendo 1.071,7 e 199,2 mcg/g de extrato de lactucina e lactucopicrina, respectivamente,
substancias que reconhecidamente melhoram a qualidade e quantidade do sono. Quando 100
mg/kg de peso corporal foram administrados por via oral, o tempo de duragdo do sono
aumentou significativamente, o movimento ocular ndo rapido aumentou (NREM) e o

movimento ocular rapido diminuiu (REM). O desfecho do estudo mostrou que o extrato de
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alface romana promove o sono em um modelo roedor, através de um mecanismo
GABAérgico (Kim et al., 2019).

Os distarbios do sono costumam ser uma queixa comum na infancia e a administracao
de farmacos tradicionais ndo sdo recomendados por promoverem efeitos colaterais
inprevisiveis na fisiologia das criangas. Nesse contexto um estudo foi conduzido, com o
objetivo de avaliar a efetividade de extrato de alface como promotora do sono em criancas. O
estudo foi realizado com 67 criancas entre 3 e 6 anos de idade portadoras de disturbios do
sono. As criangcas foram designadas aleatériamente para receber topicamente, na regido da
testa, 0 6leo placebo e 6leo de semente de alface durante um periodo de trés semanas. O
desfecho do estudo mostrou que as criancas do grupo intervencdo (com uso topico de 6leo de
alface na regido da testa), melhoraram significativamente em relacdo ao grupo placebo, em
aspectos comportamentais como ansiedade na hora de dormir, sonoléncia diurna excessiva e
problemas na regularidade e dura¢do do sono, concluindo-se que 0 uso tdpico de 6leo de
semente de alface na testa e nas areas temporais das criancas, pode ser considerado como um

tratamento seguro e eficaz nos distdrbios do sono (Ranjibar et al., 2020).

2.2.2 Atividade Antioxidante da Alface (Lactuca sativa L.)

Nos ultimos anos, consumidores e profissionais de varios campos, como medicina,
farmacia, ciéncia de alimentos e a tecnologia vém desenvolvendo um interesse crescente nas
propriedades antioxidantes de frutas e vegetais, devido aos ja reconhecidos beneficios a saude
demonstrados pelos compostos antioxidantes.

Em uma definicdo ampla, um antioxidante é qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracdes em comparacao com as de um substrato oxidavel, atrasa ou previne
a oxidagdo desse substrato de maneira eficaz. Os mecanismos de agdo antioxidante podem
incluir: remocao de O,, eliminagdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio ou sua inibicdo
da formacdo de ROS/RNS, ligacdo de ions metalicos necessarios para a catalise da geracdo de
ROS e regulagdo positiva das defesas antioxidantes endogenas (Halliwell, 1996). Assim,
antioxidantes sdo substancias capazes de neutralizar ou minimizar a reatividade de radicais
livres e espécies reativas, resultantes do metabolismo normal do organismo ou vindos do
meio-ambiente, por exemplo, pela poluicdo do ar ou com o uso de drogas. A geracdo de

radicais livre no organismo humano é um processo fisiologico natural, e esses radicais livres
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gerados atuam como mediadores a transmissdo de elétrons, em inimeras reagdes bioquimicas

que ocorrem nos organismos (Prevedello; Comachio, 2021).

Existem trés principais tipos de antioxidantes: primarios, secundarios e terciarios
(Perez; Aguilar, 2012). Os priméarios previnem a formacdo de novos radicais livres,
convertendo-os em moléculas menos nocivas antes que possam reagir, ou evitam a formacao
de radicais livres a partir de outras moléculas. Nessa categoria estdo a enzima superoxido
dismutase (converte oxigénio em peroxido de hidrogénio), enzima glutationa peroxidase
(converte peroxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos em moléculas inofensivas antes de
formarem radicais livres), catalases, glutationa redutase, glutationa S transferase e proteinas
que se ligam a metais (ferritina, transferrina e ceruloplasmina), limitando a disponibilidade de
ferro necessaria para formar o radical OH. Os antioxidantes secundarios capturam radicais
livres evitando a reacdo em cadeia (vitamina E ou alfa-tocoferol, vitamina C ou &cido
ascorbico, beta-caroteno, &cido urico, bilirrubina, albumina, ubiquinol 10 e metionina). Os
antioxidantes terciarios reparam biomoléculas danificadas por radicais livres e sdo
representados por enzimas de reparo de DNA e metionina sulfoxido redutase (Perez; Aguilar,
2012).

Os compostos antioxidantes sao vitaminas, minerais e outras substancias essenciais
para o equilibrio quimico do organismo, e um de seus efeitos mais benéficos a salde se traduz
na sua capacidade de reducéo dos radicais livres presentes no organismo, pela capacidade que

tém de “doar” elétrons aos radicais livres e ainda continuarem estaveis (Soares, 2002).

Os radicais livres sdo moléculas quimicas instaveis, capazes de existéncia
independente e que contém pelo menos um elétron ndo pareado (&tomos com numero impar
de elétrons) o qual, pela capacidade de capturar elétrons de outras moléculas para recuperar o
namero par de elétrons, torna grande parte das estruturas da molécula extremamente reativas
com outras moléculas formando uma cadeia de reac6es que pode continuar indefinidamente
na presenca de um substrato apropriado (Martelli; Nunes, 2014). Os radicais livres séo
formados por processos naturais metabolicos internos ao proprio organismo, sendo resultantes
da conversdo dos nutrientes em energia, mas também podem ser formados por efeitos
ex0genos, como exposicdo excessiva a insolacdo, ingestdo de alimentos com pesticidas,
ingestdo de aditivos quimicos, contaminacdo por substancias nocivas, uso de drogas, polui¢éo

do ar e bebidas alcoolicas (Prevedello; Comachio, 2021).


https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article/view/30840
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https://www.intechopen.com/books/3203
https://www.intechopen.com/books/3203
https://www.scielo.br/j/rn/a/mZxTyVMspZY9WJgC7SSFnbh/?format=pdf&lang=pt
http://cienciaecultura.bvs.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0009-67252014000300017
https://ojs.brazilianjournals.com.br/ojs/index.php/BRJD/article/view/30840
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A menos que algum mecanismo de defesa do organismo (antioxidantes) blogqueie esse
processo continuo de reagdes quimicas nocivas provocadas pelo excesso de radicais livres,
pode ocorrer um estado de estresse oxidativo, o qual € representado por uma situacdo de
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante (Barbosa et al., 2010), podendo gerar danos importantes a macromoléculas e
estruturas celulares, resultando no surgimento de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis

(DCNT), um problema de saude que ocorre em nivel global (Prevedello; Comachio, 2021).

Dentre os vegetais promissores como fonte de compostos bioativos antioxidantes
esta a alface (Lactuca sativa L.). A alface é uma hortalica folhosa que reconhecidamente
apresenta muitos beneficios para a saide humana. Em suas diferentes variedades e formas de
consumo apresenta propriedades analgésicas, antiinflamatorias, diuréticas, indutoras do sono,
ansioliticas e antioxidantes (Ismail; Mirza, 2015; Kim et al., 2017).

As propriedades antioxidantes das variedades de alfaces cultivadas atualmente em
todo o mundo, decorrem da presenca nas folhas adultas e juvenis, talos e sementes de
diferentes variedades de alfaces de, pelo menos, 23 compostos bioativos antioxidantes (Kim
et al., 2016). Esses compostos séo vitaminas (A, C e E), minerais (zinco, selénio, cobre e
manganés) (Turek et al.,, 2013), flavonas (apiginina, chrisina, kaempferol, luteolina,
miricetina, rutina, sibelina, quercetina), flavononas (fisetina, hesperidina, narigina,
naringenina, taxifolina), catequinas (catequina, epicatequina, epigalocatequina galate),
antocianinas (petunidina, cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina),

carotenoides, betacaroteno e licopeno (Prevedello; Comachio, 2021).

Por exemplo, apenas na variedade romana da alface, estudos determinados a avaliar a

composicdo quimica e a capacidade antioxidante de subvariedades da espécie detectaram a

presenca de &cidos organicos, como acido malico, &cido citrico, &cido cumérico, &cido

glutdmico, acido tartérico, acido quininico, acido alfa-quetoglutérico, acido succinico, acido

chiguimico e é&cido maldnico. Compostos fenolicos livres também foram detectados em

subvariedades da alface romana, como acido protocatechuico, acido clorogénico, acido cafeico,

acido p-cumarico, caempferol, luteolina, apigenina, floridizina e rutina. Vitamina C e folatos

glutamatos e poliglutamatos também foram detectados nessa variedade de alface, além de

padrdes constantes de presenca de carotendides, como luteina, beta-caroteno, violaxantina e

neoxantina, além de quantidades substanciais de clorofila a e clorofila b (L6pez et al., 2014).
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Os quadros 2, 3 e 4 sintetizam a composi¢cdo quimica considerando a presenga do

composto (célula em verde) e auséncia (célula em branco), de compostos antioxidantes em

diferentes variedades de alface consumidas regularmente pelas populagdes humanas.

Quadro 2 — Presenca de vitamina By (folatos), vitamina C e vitamina E (o — tocoferol) em
variedades de alfaces (Lactuca sativa L.) popularmente consumidas na dieta humana.

VARIEDADE DE | FOLATOS | VITAMIN | VITAMINA REFERENCIA
ALFACE TOTAIS

Alface Crespa USDA (2015)

Alface Batavia NICOLLE et al. (2004)

Alface Americana USDA (2015)

Alface Americana
Baby

LI; KUBOTA (2009)

Alface Romana

USDA (2015)

Alface Romana Mini

LOPEZ et al. (2014)

Alface Romana Baby

SAMUOLIENE et al. (2013)

Alface Folha Verde

USDA (2015)

Alface Continental

LLORACH et al. (2008)

Alface Green Oak

NICOLLE et al. (2004)

Alface Folha
Vermelha

USDA (2015)

Alface Folha Lollo
Rosso

LLORACH et al. (2008)

Alface Folha
Vermelha Red Oak

NICOLLE et al. (2004)

Alface Folha
Vermelha Red Oak

LLORACH et al. (2008)

Fonte: adaptado de Kim et al., (2016).

Quadro 3 — Presenca de carotendides em variedades de alfaces (Lactuca sativa L.)
popularmente consumidas na dieta humana.

Alface
Romana
Alface
Romana Mini

VARIEDADE BETA LUTEINA ZEA NEO VIOLA ANTERA LACTUCA | REFERENCIA
DE ALFACE | CAROTENO XANTINA | XANTINA | XANTINA | XANTINA XANTINA
Alface Crespa USDA (2015)
Alface NICOLLE et
Batavia al. (2004)
Alface NICOLLE et
Batavia al. (2004)
Alface BASLAM et
Batavia Rubia al. (2013)
Alface BASLAM et
Maravilha de al. (2013)
Verdo
Alface USDA (2015)
Americana
Alface LI; KUBOTA
Americana (2009)
Bab

USDA (2015)

LOPEZ et al.

(2014)
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Alface
Romana
Verona

BASLAM et
al. (2013)

Alface
Romana Baby
Alface Folha
Verde

Alface Green
Oak

SAMUOLIENE
etal. (2013)

USDA (2015)

NICOLLE et
al. (2004)

Alface Folha
Vermelha
Alface Folha
Vermelha
Red Oak

Fonte: adaptado de Kim et al., (2016).

USDA (2015)

NICOLLE et
al. (2004)

Quadro 4 — Presenca de fenolicos em variedades de alfaces (Lactuca sativa L.) popularmente

consumidas na dieta humana.

Vermelha

VARIEDADE ACIDO FLAVONOIDE | ANTOCIANINAS | FENOLICO | REFERENCIA
DE ALFACE | FENOLICO S S TOTAIS
Alface Crespa LLORACH et al.
(2008)
Alface Batavia NICOLLE et al.
(2004)
Alface NICOLLE et al.
Americana (2004)
Alface LI; KUBOTA
Americana Baby (2009)
Alface Romana _ LLORACH et al.
(2008)
Alface Romana SAMUOLIENE et
Baby al. (2013)
Alface Romana _ LIU et al. (2007)

Alface Folha
Verde

WU et al. (2004)

Alface
Continental

LLORACH et al.
(2008)

Alface Green
Oak

NICOLLE et al.
(2004)

Alface Folha

Ll etal. (2010)

Verde Baby

Alface Folha ZHAO et al. (2007)
Vermelha

Alface Lollo - FERRERES et al.
Rosso (1997)
Alface Lollo LLORACH et al.
Rosso (2008)

Alface Lollo GARCIA-MACIAS
Rosso et al. (2007)
Alface Lollo ORDIDGE et al.
Rosso (2007)

Alface Lollo
Rosso

LUNA et al. (2013)

Alface Lollo
Rosso

LUNA et al. (2013)

Alface Red Oak

LLORACH et al.
(2008)

Alface Red Oak

NICOLLE et al.
(2004)

Alface Folha
Vermelha Baby

Ll et al. (2010)

Fonte: adaptado de Kim et al., (2016).

Embora a capacidade antioxidante da alface ja esteja suficientemente comprovada

cientificamente, estudos indicam que a atividade antioxidante das variedades de alface
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atualmente consumidas em todo o mundo podem ser alteradas por fatores internos e externos,
como compostos quimicos, adubacdo com bioquimicos especificos, temperatura de cultivo,
radiacdo ultravioleta, quantidade e qualidade da luz, periodo de colheita, pigmentacdo das
folhas, variedade da alface, incidéncia de radiacdo ultra violeta, incidéncia de luminosidade,
posicdo das folhas na planta, tipo de cultivo, presenca de compostos organicos e tipo de
substrato utilizado no cultivo. Estudos demonstram que a acdo antioxidante da alface é
aumentada na presenca de acido ascorbico e cisteina que agem no metabolismo da planta,
aumentando seu potencial antioxidante, ndo sendo influenciada pela acdo dos acidos citrico e
oxalico (Altunkaya; Gokmen, 2008).

A biofortificagdo por adi¢cdo de selénio e selenito em baixas concentracdes pode
favorecer o crescimento da biomassa aérea agindo como antioxidante no metabolismo da
planta de alface (Ramos et al., 2010). Por outro lado, a deficiéncia de ferro afeta parametros
de crescimento, contetido fendlico e capacidade antioxidante de variedades de alface romana e
lisa por provocar danos oxidativos nas variedades estudadas (Ramos et al., 2010).

A temperatura constitui outro fator exdgeno de grande importancia nas condicGes de
crescimento e atividade antioxidante em alface. Alfaces de seis cultivares submetidas a
diferentes temperaturas durante o crescimento apresentaram resposta positiva a diferenca de
temperatura, resultando que em temperaturas mais baixas as variedades de alface testadas
apresentaram maior atividade antioxidante e enzimaticas (Yaseen, Takacs-Hajos., 2022 ).

A intensidade e tipo de luz incidente nas plantas de alface durante o cultivo tem
consequéncias significativas sobre o potencial antioxidante da alface. Por exemplo, a
capacidade antioxidante das plantas de alface varia entre aquelas cultivadas em estufas
plasticas com filtro para a radiacdo ultravioleta. O aumento da radiacdo ultravioleta durante o
cultivo, promove incremento nos compostos antioxidantes e outros compostos bioativos de
plantas de alface, como fendis totais, flavonoides, quercetina, glicosideos de cianidina, acido
galico, luteolina, sendo os resultados atribuidos ao aumento da pigmentacdo vermelha das
plantas sob influéncia de maior exposicao a radiacdo ultravioleta (Garcia-Marcias et al., 2007,
Viacava et al., 2014). Resultados similares no sentido de aumento do potencial antioxidante
de plantas de alface sdo obtidos com a exposi¢do das plantas a fotoperiodos mais longos, com
maior fluxo de fétons (Viacava et al., 2014; Sutuliené et al., 2022) e exposi¢do a LEDs no
espectro azul, vermelho e verde, sendo que a fracdo azul combinada com a fracdo vermelha
em alta irradiancia, tém influéncia significativamente melhor na fisiologia de crescimento das

plantas de alface, aumentando significativamente a assimilagdo fotossintética, a condutancia
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estomatica e a taxa de transpiracdo com efeito na atividade antioxidante (Mohamed et al.,
2021).

O periodo de colheita e a pigmentacdo das folhas constituem outros fatores externos
importantes a serem levados em consideracdo quando se considera o potencial antioxidante da
alface. Quando avaliados o conteido fendlico e a capacidade antioxidante de 25 cultivares de
alface de folhas verdes e vermelhas submetidas a diferentes épocas de colheita, as variedades
com pigmentacdo vermelha apresentaram maior capacidade antioxidante que as variedades
com pigmentacao verde, todas colhidas em duas estacdes contrastantes, sendo que para ambas
as variedades com pigmentacdes vermelhas e verdes, o melhor periodo de colheita foi
setembro (Liu et al., 2007; Sinkovic, 2023). Considerando a pigmentacdo das plantas de
alface, resultado similar foi obtido para seis variedades de alfaces (cinco variedades com
pigmentacdo verde e uma variedade com pigmentacdo vermelha). A cultivar vermelha
apresentou duas vezes mais dicafeoil tartarico e &cido tartarico e 10 vezes mais acido
clorogénico que as cultivares com pigmentacdo verde, sendo que os fenodlicos totais
representaram mais de 60% da capacidade antioxidante total e o dicafeoil tartarico foi
responsavel por 55% (Nicolle et al., 2004; Llorach, 2008).

A posicdo das folhas na planta interferem no conteddo fendlico de variedades de
alfaces, sendo que a atividade antioxidante hidrofilica e lipofilica aumenta acentuadamente no
sentido caule, folhas internas, folhas médias e folhas externas, sugerindo um papel protetor
para os antioxidantes em plantas maduras ou mais expostas a luminosidade (Cano; Arnao,
2005; Sinkovic, 2023).

O tipo de cultivo das plantas de alface representa outro aspecto externo de grande
importancia na capacidade antioxidante de diferentes variedades de alface, porém com efeitos
ainda ndo bem definidos. Padrbes de flavondides, acido hidroxicinamico e antocianinas nao
sdo afetados pelo tipo de cultivo, porém o rendimento das plantas proveniente de cultivo
convencional sdo significativamente maiores que aquelas provenientes de cultivo organico ou
biodinamico (Heimler et al., 2012). Para plantios de alface lisa (Lactuca sativa var. capitata)
nenhuma diferenca foi observada no teor de compostos antioxidantes entre plantas cultivadas
em sistemas orgénico e convencional sob condigdes de casa de vegetagcdo (Durazzo et al.,
2014). Por outro lado, para variedades de alface-crespa, o sistema de cultivo orgéanico
apresentou maiores valores de cinza, proteina, compostos fenolicos totais, flavonoides,
compostos bioativos e atividade antioxidante, quando comparadas aquelas cultivadas em

sistemas hidroponicos (Negrdo et al.; 2021).
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A adubacdo realizada com residuos vegetais (adubacdo organica) confere melhorias na
qualidade nutricional de variedades de alface lisa, com aumento no crescimento e aumento na
atividade antioxidante das plantas cultivadas no sistema de adubacdo organica (Cavalheiro et
al., 2021). Compostos organicos como a borra de café adicionada ao substrato de cultivo,
promove 0 aumento da atividade antioxidante da alface, aumentando também os teores de

compostos bioativos (Cruz et al., 2014).

2.2.3 Otimizacao da extracao de compostos bioativos

A obtencdo de bioativos presentes em plantas compreende um processo quimico de
extracdo com solventes, que é a fase que ira conter as substancias de interesse extraidas. A
escolha de um solvente extrator € um fator que deve ser levado em consideragdo com o intuito
de se alcangar bons resultados na hora da realizacdo de andlises bioquimicas. A otimiza¢do da
composicdo do solvente extrator € um método realizado almejando a maximizacdo de
extracdo dos compostos bioquimicos, que por sua vez, apresentam uma grande diversidade de
moléculas organicas. Essa diversidade de moléculas possuem diferencas em polaridade, e em
consequéncia, na solubilidade. Diante disso, compreende-se a importancia da otimizagdo na

escolha do método de extracdo (De Matos et al., 2024).

O planejamento de misturas centroide-simplex € realizado com diferentes
componentes (ex: gua, etanol, metanol, acetona ou hexano) que delimitam a composicdo dos
solventes extratores para combinagdes contendo solventes puros e misturas binarias, ternarias
ou quaternarias de iguais proporcfes. A soma das propor¢oes dos componentes da mistura é
sempre 100 % (x1 + x2 + x3 = 1). Os extratos sdo analisados pela metodologia de superficies
de resposta que descreve a relagdo da composicdo do solvente extrator com a area total dos

compostos presentes na amostra.


https://www.mdpi.com/2071-1050/13/1/128
https://www.mdpi.com/2071-1050/13/1/128
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24128454/

39

Figura 10: Modelo Simplex centroid Desing
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Fonte: Jiao et al., (2018).

2.3 Zebrafish como Modelo Animal na Pesquisa Cientifica

A utilizacdo de animais em experimentos voltados a auxiliar na cura de
enfermidades humanas remonta aos primérdios da civilizacdo humana, proporcionando a
humanidade um importante avanco no conhecimento e melhorias nos cuidados da saude. No
entanto, durante grande parte da histéria humana, os animais foram utilizadas
indiscriminadamente em experimentos controversos, pois reinava uma maxima de que nao
havia grandes questdes morais para a utilizacdo de animais em experimentos, pois era
marcante a afirmativa do filésofo René Descartes de que estes eram seres desprovidos de
espirito, portanto ndo havia sequer possibilidade de sentir dor (Shecaira et al., 2021).

Os registros historicos apontam que a utilizacdo de animais surge em paralelo com
as praticas utilizadas na medicina dos tempos de Hipocrates (460-377 AC) e até mesmo antes,
com os pesquisadores gregos Aristoteles (384-322 AC) e Erasistrato (304-258 AC) que

realizaram experimentos em animais vivos (Tabela 1).
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Tabela 1- Linha do tempo da utilizacdo de animais em pesquisas cientificas.

DATA PESQUISADOR FOCO DA ANIMAIS
PESQUISA UTILIZADOS

300 AC Aristételes Vivissecagdo Desconhecido

300 AC Erasistrato Vivissecacao Desconhecido

300 AC Herophilus Vivissecagdo

100 DC Galeno Vivissecacao Porcos e Cabras

1600 Willian Harvey Sistema Desconhecido
Circulatorio

1700 Ibn Zhur Cirurgias Desconhecido

1700 Stephen Hales Cirurgias Desconhecido

1800 Louis Pasteur Bacteriologia Ovelhas

1890 Ivan Pavlov Condicionamento ~ Cées

1900 Fiocruz Soroterapia Cavalos

1910 Serge Voronoff Transplantes Primatas

1922 Fiocruz Diabetes Cées

1970 Desconhecido Hanseniase Tatus

1974 Rudolf Jaenisch Transgenia Ovelhas

1996 Instituto Roslin Clonagem Ovelhas

1998 Desconhecido Cosmeéticos Cées, gatos,

ovelhas

2005 Fiocruz Comissédo de Etica  Animais diversos

2008 Senado Brasileiro  LEI AROUCA Animais diversos
11.794

2009 Ministério da CONCEA Animais diversos

Ciéncia
2012 Ministério da RENAMA Animais diversos
Ciéncia

Fonte: FIOCRUZ (2023).

A maioria dos estudos e pesquisas médicas sdo dependentes de modelos animais para
adquirir o conhecimento das causas das patologias humanas e possibilitar pesquisas com
terapias inovadoras. Os animais utilizados com maior frequéncia em estudos bioldgicos sdo 0s
roedores, sendo que aproximadamente 95% dos estudos sdo conduzidos com ratos e
camundongos (Garcia et al., 2013). Recentemente, um novo vertebrado foi incluido, com
sucesso, nos estudos cientificos: o Zebrafish (ZF), conhecido também como peixe-zebra ou
paulistinha (Figura 15). E um pequeno peixe tele6steo, com 3 a 4 cm, da espécie Danio rerio
(F. Hamilton, 1822), tropical de agua doce (Kumari et al., 2024) e ocorre naturalmente em
riachos das florestas indianas até o Himalaia nordeste e ocidental, ocorrendo em grandes e
pequenos rios, rios de terras baixas e montanhosos, arrozais e pantanos (Arunachalam et al.,
2013), ndo sendo uma espécie ameagada de extingdo, estando na categoria ‘“‘pouco

preocupante” (LC) (IUCN, 2023).
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O nome Danio origina-se do termo bangla “dhani”, que tem como significado “do
campo de arroz”, considerando que a espécie ¢ comumente encontrada em corpos d’agua

onde se cultiva arroz (Arunachalam et al., 2013).

Figura 11 - Danio rerio, paulistinha.

Foto: Per Harald Olsen, Fonte: SCIENCE, EUREK ALERT.

O género Danio apresenta grande diversidade de padrGes de pigmentos,
principalmente quando se hibridiza com peixes do género Devario, como relatado
anteriormente por Parichy (2007) (Figura 12). Danio rerio é uma espécie modelo amplamente
utilizada em estudos genéticos e de desenvolvimento de vertebrados (Driever et al., 1994). O
seu uso como elemento teste de laboratorio foi iniciado pelo bidlogo molecular norte-
americano George Streisinger, da Universidade de Oregon, nas décadas de 1970 e 1980
(Streisinger et al., 1991), sendo os clones de peixe-zebra de Streisinger os pioneiros clones de
vertebrados desenvolvidos com sucesso. Os principais argumentos da utilizacdo desta espécie
em estudos cientificos sdo que eles possuem um pequeno porte, com criacdo de baixo custo e
de facil manutencdo, alta taxa reprodutiva, genoma sequenciado e importante homologia com
os mamiferos (Driever et al., 1994), além de possuirem véarios desfechos comportamentais, ja
descritos na literatura (Cachat et al., 2011). Constituem um étimo modelo experimental para
estudos comportamentais (Egan et al., 2009; Miklési; Andrew, 2006), toxicoldgicos (Souza et
al., 2017; Tiedeken et al.,, 2005) e genéticos (Driever, 1994), para entender alguns
mecanismos de diversas enfermidades humanas, bem como testar novos agentes terapéuticos
(Lieschke & Currie, 2007).
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Figura 12 - Diversidade dos padr6es de pigmento em Danio.

Fonte: Parichy (2007).

Comparado a outros modelos animais mais utilizados em experimentos, como o0
camundongo e a drosofila, o ZF apresenta algumas vantagens, como a exemplo: embrides
translicidos provenientes de fecundacéo externa, grande capacidade reprodutiva, curto tempo
para atingir a idade adulta, baixo custo de manutencéo diéria, entre outras vantagens. Outro
aspecto inclui a possibilidade da sua utilizacdo como modelo para testes dos mais diversos
compostos, como drogas e toxicos, em diversos exemplares simultaneamente (Kalueff et al.,
2014).

No ramo toxicoldgico (Souza et al., 2017; Tiedeken et al., 2005), h4 um abundante
material na literatura sobre os efeitos do etanol apds a exposicdo dos embrifes no
desenvolvimento dos olhos, da face e do sistema nervoso central do ZF (Bilotta et al., 2002;
Fernandes; Gerlai, 2009). Gerlai et al., (2000) mostraram uma impressionante semelhanca no
comportamento dos ZF com 0s seres humanos ap0s exposi¢cdo ao etanol, se mostrando de
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extrema importancia em estudos médicos (Patton et al., 2021), principalmente em estudos
sobre ansiedade (Zenki et al., 2020).

Vale destacar também que o ZF desenvolve tumores malignos como resposta a
substancias mutagénicas. Leucemia linfoide, melanoma e hepatocarcinoma ja foram relatados
na literatura (Mizgirev et al., 2018) (Figura 13), confirmando que os mecanismos moleculares
envolvidos sdo semelhantes aos dos humanos (Liu; Leach, 2011), sendo esta semelhanca
observada anteriormente por Gerlai et al., (2000), ap6s a exposi¢do ao etanol.

Figura 13 - Relatos de tumores malignos em zebrafish como resposta a substancias
mutagénicas registrados por Mizgirev et al., (2018).

Fonte: Mizgirev et al., (2018).

No Brasil, a pratica em utilizar o zebrafish como modelo animal nos experimentos
médicos vem equivalendo na grande quantidade de estudos publicados, iniciando
principalmente nos anos 1990 (Gheno et al., 2016). Devido a sua alta capacidade de absorcao
de compostos inseridos na agua, sua sensibilidade a quimicos e seu acelerado metabolismo,
destaca-se como conveniente modelo para trabalhos genéticos, teratoldgicos (Becker; 2008),
farmacoldgicos (Egan et al., 2009), toxicoldgicos (Yang et al., 2009), neurocomportamentais
(Sison; Gerlai, 2011) e para esclarecer mecanismos de diversas patologias humanas, além de

testes para novos agentes terapéuticos (Silveira et al., 2012).
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Diante do exposto, pelo interesse em pesquisas médicas com o ZF, cientistas da
"comunidade zebrafish" estdo bem estruturados em associacbes e partilham entre si as
informacBes nas redes mundiais de informacBes (The Zebrafish Model Organism
Database). A comunidade cientifica da América Latina, demonstrando interesse no modelo,
estabeleceu o Latin American Zebrafish Network (LAZEN). O LAZEN promove reunides
regulares com a finalidade de debater os desafios de experimentos com o ZF, detectar as
dificuldades e construir estratégias comuns para soluciona-las, o que faz acreditar que, com a

organizacdo da rede LAZEN, o nimero de pesquisadores devera se elevar.

2.4  Utilizacédo do Zebrafish como Modelo Comportamental

Em relacdo aos estudos com os distarbios do sistema nervoso central, o zebrafish ja é
amplamente descrito pela ciéncia, incluindo pesquisas sobre degeneracdo de retina e ansiedade
(Zon; Peterson., 2005). Com testes simples, rapidos e mais baratos quando comparados a outros
modelos como aos roedores, 0 zebrafish se apresenta como uma poderosa ferramenta para o
estudo de uma ampla variedade de doencgas neuropsiquiatricas através de parametros
comportamentais e bioquimicos (Khan et al., 2017). Sendo assim, a utilizacdo do zebrafish como
modelo animal tem demonstrado ser muito eficiente, uma vez que ele possui caracteristicas
comportamentais e sociaveis bastante peculiares (Levitasdjerbi & Appelbaum, 2017). Entre os
quesitos ja citados, o zebrafish se destaca por ser um peixe de pequeno porte, de manutencao
facil, econbmico para criacdo, de comportamento facilmente observavel e quantificavel em
ambiente controlado e étima adaptabilidade em diferentes condi¢des ambientais (Spence et al.,
2008; Zang et al., 2018; Padilla & Glaberman, 2020). Por essas raz0es, experimentacfes
utilizando o zebrafish adulto vém se destacando em estudos da genética comportamental
englobando estudos relacionados com o comportamento social, medo, depressao, estresse e
ansiedade (Pancotto et al., 2018).

O tanque novo e o teste claro-escuro (LDT) destacam-se como 0s protocolos mais
utilizados para mensurar padrdes comportamentais utilizando o zebrafish (Kalueff et al., 2013;
Mezzomo et al., 2016; Rosemberg et al., 2011). O teste comportamental tanque novo (Figura
18) é utilizado com o intuito de observar a locomocdo e atividade vertical, este padréo
comportamental do zebrafish estdo ligados a ansiedade devido a alta sensibilidade a drogas
ansioliticas. Esse método de ensaio comportamental apresenta ampla utilizacdo e validacfes
para medicamentos ansioliticos (Wong et al., 2010). O animal é transferido para um aquario

transparente e tem seu comportamento registrado durante um intervalo de tempo para anélise
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posterior. Geralmente, o0 video é analisado atraves de softwares que contém diversas
ferramentas para analise. Entre os mais utilizados estdo o Any-Maze, o Viewpoint, TopScan, 0
Argus e o0 EthoVision (Lunkes et al., 2021).

Figura 14 — Teste de campo aberto para zebrafish adulto

-— .""'

e

Fonte: Adaptado de Siebel; Bonan; Silva (2015).

Inicialmente zebrafish tendem a ficar no fundo do tanque e conforme seus niveis de medo
/ ansiedade diminuem, espera-se que eles explorem as areas médias ou superiores, que refletem a
habituacdo ao ambiente. O aumento do tempo gasto no topo do tanque pode ser interpretado
como indicacdo de reducdo da ansiedade (Agostini et al., 2020). O estresse é considerado uma
resposta fisiologica do organismo e é desencadeado sempre que um individuo é exposto a uma
situacdo que interfira em sua integridade ou represente alguma ameaca. SituacOes de estresse
desencadeiam respostas fisiol6gicas e comportamentais, através de mecanismos de luta e fuga.
Em peixes, podem ser considerados agentes estressores: alteracdes da temperatura, fotoperiodo
(luminosidade), qualidade da agua, pH, oxigénio disponivel, suprimento alimentar insuficiente,
predacdo e exposicdo a toxinas e sons, isolamento e perseguicdo. Os efeitos causados pelo
estresse em zebrafish podem ser avaliados em analises a nivel bioquimico como: niveis de
cortisol enddgeno, estresse oxidativo (atividade enzimaticas e formacdo de EROs — espécies
reativas de oxigénio) e também pode-se mensurar através de analises comportamentais como
locomocdo e atividade vertical. As metodologias para avaliar os efeitos metabdlicos do estresse
ja sdo bem descritos na literatura cientifica (Lunkes et al., 2021).

Destaca-se, um estudo no qual foi administrado melatonina em zebrafish induzidos ao
estresse agudo. Neste estudo, foi observado que a melatonina foi capaz de modular os efeitos
do estresse pela reducédo do cortisol enddgeno, estimulo da atividade enzimatica antioxidante
e reducdo dos parametros locomotores, induzindo um estado de sono (Lunkes et al., 2021).
Além disso, por possuir acdo antioxidante, a administracdo da melatonina foi capaz de reduzir
0 estresse oxidativo (Shin et al., 2011; Lunkes et al., 2021). Desta forma, o zebrafish é um

modelo experimental adequado para testar os efeitos de substancias psicoativas no
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comportamento e metabolismo e assim corroborar na descoberta de possiveis novas
substancias terapéuticas.

Tabela 2 — Resumo dos desfechos comportamentais e sua significancia em testes de campo
aberto com o modelo experimental zebrafish (a = observacdo automatica; m = observacéo

manual; ¢ = calculos com base em dados registrados manualmente ou automaticamente).

Ponto Final Forma de Registro Definiciao Interpretacao
(unidade)
m, a A quantidade de tempo Quando introduzido em
Laténcia para subir a para cruzar pela primeira ~ um novo ambiente, 0
superficie do tanque vez (pelo centro de massa  zebrafish mergulha natu-
(segundos) do corpo) da porgao ralmente até o fundo do
inferior definida até o tanque e explora gradu-
topo do novo tanque almente a medida que se
habitua ao aparelho de
teste. A laténcia mais
longa indica niveis mais
elevados de ansiedade
Tempo gasto no topo m, a Tempo total gasto na Uma permanéncia mais
(segundos) superficie do novo tanque  longa na superficie do
novo tanque indica meno-
res niveis de ansiedade.
Relagdo do tempo de c E arelagdo entre o tempo ~ Uma baixa relagio tempo
permanéncia na superfi- em que o animal perma- na superficie/tempo no
cie/tempo de permanén- nece na superficie sobre o fundo indica alto nivel de
cia no fundo do tanque tempo que o animal per- ansiedade
manece no fundo do
tanque
Numero de idas para a m, a E o nimero de cruzamen-  Mais entradas na superfi-
superficie tos do animal, de um cie do tanque indicam
ponto definido no fundo baixos niveis de ansieda-
do tanque até a superficie  de
do novo tanque
Relagio entradas na c E arelagdo entre as entra-  Uma baixa relagdo entra-

superficie do tan-
que/entradas no fundo

do tanque

Duracio média das
entradas na superficie

do tanque (segundos)

das do animal na superfi-
cie do tanque/entradas do
animal no fundo do tan-
que

E o tempo de permanén-
cia do animal na superfi-
cie do novo tanque, du-
rante cada cruzamento do

fundo para a superficie

da na superficie/entrada
no fundo indica altos

niveis de ansiedade

Calculado como o tempo

de permanéncia na super-
ficie, dividido pelo nime-
ro de entradas na superfi-

cie, indica que quanto



Distincia percorrida na
superficie do tanque

novo (metros)

Distincia percorrida na
superficie/fundo do

tanque

Distancia total percorri-
da no novo tanque (me-

tros)

Niumero de movimentos

erraticos

Velocidade média de
natacao (me-

tros/segundo)

Eventos de “congela-
mento” do animal (fre-

quéncia)

Duracio do tempo de
“congelamento” (segun-
dos)

Meandros (graus/metro)

E a distancia total percor-
rida em uma porgéo defi-
nida da superficie do

tanque

E a relagio da distancia
total percorrida em uma
porcao definida da super-
ficie do tanque/distancia
total percorrida em uma
porcao definida do fundo
do tanque

E a distancia total percor-
rida pelo animal no novo

tanque

Refere-se a alteragdes
bruscas e repentinas na
dire¢do de movimento do
animal

E a magnitude e diregdo
da velocidade de natagdo

do animal

O “congelamento” ¢ a
total imobilidade do
animal por um periodo
maior que 1 segundo,
exceto dos olhos e guelras
E o tempo de duragdo
total de todos os eventos
de “congelamento”

E a relagdo entre o grau
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mais curta ¢ a duragdo
média de entradas na
superficie, maior o nivel
de ansiedade

Animais com altos niveis
de ansiedade tendem a
percorrer maiores distan-
cias no fundo do tanque
em detrimento da superfi-
cie do tanque

Uma baixa relagdo super-
ficie/fundo indica um alto

nivel de ansiedade

Reflete comportamentos
fenotipicos de mobilidade
neurologica. O zebrafish é
bastante sensivel a distar-
bios locomotores quando
submetidos aos efeitos
sedativos de medicamen-
tos

Indica aumento na relag@o
medo/ansiedade e ¢ bas-
tante alta em animais
estressados

Reflete aspectos motores
da velocidade de natagdo
do zebrafish, podendo ser
aumentado ou diminuido,
dependendo da natureza
do comportamento do
animal

Indica aumento da ansie-
dade e geralmente o
tempo de “congelamento”
¢ maior em animais es-
tressados

Indica aumento na ansie-
dade e geralmente alto em
animais estressados

Reflete aspectos locomo-



Angulo de giro do ani-

mal no tanque (graus)

Velocidade angular
(graus/segundos)

de giro do animal no
tanque versus a locomo-

¢do retilinea

Refere-se ao angulo total
de giro do animal no

aquario

Refere-se a magnitude e
dire¢do da velocidade
angular do peixe-zebra no
tanque

tores da natagdo do zebra-
fish podendo aumentar ou
diminuir, dependendo da
natureza de seu compor-
tamento

Reflete aspectos locomo-
tores da natag¢do do zebra-
fish podendo aumentar ou
diminuir, dependendo da
natureza de seu compor-
tamento

Reflete aspectos locomo-
tores da natacdo do zebra-
fish podendo aumentar ou
diminuir, dependendo da
natureza de seu compor-
tamento

Fonte: Do Autor. Adaptado de Cachat et al., (2011).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGO

COMPOSTOS BIOATIVOS EM ALFACE (Lactuca sativa L.) E EFEITO
ANSIOLITICO DE DIFERENTES CONCENTRA(;()ES DO EXTRATO EM
ZEBRAFISH (Danio rerio)

RESUMO

Doencas psiquiatricas sdo cada vez mais comuns na populacdo mundial. A forma
convencional para tratamento € o emprego de medicamentos da classe dos benzeadizepinicos
(BZD). Porém, os efeitos colaterais sdo frequentemente relatados. A alface (Lactuca sativa L.)
€ uma hortalica muito utilizada por sua versatilidade e também pelas suas propriedades
medicinais. O presente trabalho teve como objetivo investigar os componentes bioativos e o
efeito ansiolitico do extrato aquoso das folhas de alface no modelo experimental zebrafish
(Danio rerio). Metodologia: Foi realizada a otimizacdo extrativa e anélises laboratorias por
diferentes metodologias, assim como foi realizado testes comportamentais com diferentes
concentracdes do extrato para avaliar o efeito ansiolitico de alface através do modelo
experimental zebrafish. Resultados: extrato aquoso de alface demonstou ser o mais eficiente
na extracdo dos compostos bioativos e variedades de compostos com acdo antioxidante. Na
dose 3 (9,0g.L™") reduziu a permanéncia no fundo, demontrando efeito ansiolitico em
zebrafish e na dose 4 (12g.L™) induziu ao sono (maior tempo imével). Conclusdo: A alface
(L. sativa var capitata) € uma hortalica rica em polifendis e antioxidantes que exercem efeito

ansioldtico.

1 INTRODUCAO
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A ansiedade é uma manifestagdo fisiologica inerente ao ser humano, sendo
considerada um mecanismo de prote¢do importante para a sobrevivéncia social, uma vez que
mobiliza recursos fisicos e psicoldgicos estabelecendo agdes de defesa e ataque para o
enfrentamento de situacdes desafiadoras (Lenhardtk; calvetti, 2017). Porém, em condicdes
anormais, a ansiedade passa a ser patoldgica e prejudicial & qualidade de vida (Harsha &
Anilakuman., 2012). A ocorréncia de transtornos de ansiedade na populacdo mundial é de
3,6%, sendo que este nimero aumenta para 5,6% no continente americano e 9,6% no Brasil,
colocando o pais, no ranking de um dos mais ansiosos do mundo (Lopes et al., 2021; IHME
OUR WORLD IN DATA, 2019).

O transtorno de ansiedade é, atualmente, tratado sob abordagens distintas, mas que
podem ser complementares: a psicoterapia, a farmacoterapia e a fitoterapia. A terapia
cognitiva-comportamental € um tipo de psicoterapia onde o individuo aprende a identificar
em quais aspectos seus pensamentos estdo distorcidos, modificando seu comportamento de
forma a controlar gradativamente tais pensamentos (Zhang et al., 2020; Teixeira, 2021). A
abordagem farmacoldgica utiliza, por tempo limitado, derivados quimicos como
benzodiazepinicos, inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, antidepressivos
triciclicos e betabloqueadores (Tafet; Nemerof, 2020). A abordagem fitoterapica envolve a
utilizacdo de extratos e chas de plantas herbaceas tradicionais, de pelo menos 38 espécies,

com estudos cientificos de eficacia ja realizados (Shahrajabian, 2021).

Nesse contexto de potencial fitoterapico, encontra-se um vegetal folhoso,
amplamente utilizado na culindria mundial: a alface (Lactuta sativa L.). Estudos apontam
para 0s potenciais efeitos ansioliticos da alface em modelos animais (Harsha, Anilakumar,
2013; Hong et al., 2018; Kim, 2019; Jo et al., 2021; Motti; De falco, 2021; Ahn et al, 2023)
porém, tais estudos ainda sdo escassos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial
antioxidante e efeito ansiolitico da alface em zebrafish, modelo animal que tem emergido
como promissor organismo em estudos de ansiedade, devido a sua eficiente resposta
endocrina ao stress e sensibilidade ao tratamento com drogas e fitoterapicos (Ghidersa et al.
2021).

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Aquisicdo da matéria-prima vegetal
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As mudas de alface lisa (L. sativa var. capitata) foram adquiridas em comércio local,
no municipio de Lavras, estado de Minas Gerais. O plantio e o cultivo foram realizados no
horto medicinal da Universidade Federal de Lavras, com irrigacdo diaria por aspersdo. O
tempo de cultivo foi de 45 dias, ap0s os quais, as plantas adultas foram colhidas e
encaminhadas para o Laboratério P6s-Colheita de Frutas e Hortalicas da Universidade Federal
de Lavras, onde foram higienizadas em agua destilada, congeladas com nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80, para posterior obtencdo do extrato utilizado no experimento e

realizacéo de analises de metabdlitos secundarios.

2.2  Planejamento de mistura

O planejamento do experimento de mistura simplex-centroide foi realizado no
software estatistico Dising-Expert 12 utilizado para explorar o efeito de diferentes solventes e
suas misturas na extracdo de compostos bioativos e para determinar o ponto 6timo de extracédo
da alface (L. sativa var capitata). Na definicdo do experimento de simplex-centroide, os
diferentes solventes sdo identificados em um tridngulo, com componentes puros em cada
extremidade, representando 100% de cada um dos solventes (agua, etanol e metanol). A
significancia estatistica desses fatores é estabelecida com analise de variancia (ANOVA) e

ferramentas graficas ajudam a identificar o impacto de cada solvente nos resultados gerados.

2.3  Preparo do extrato experimental

Os extratos para a analise de compostos bioativos presentes na alface (L. sativa var
capitata) foram obtidos respeitando os resultados do planejamento de mistura. Foi utilizada a
metodologia de Goncalves & de Lima (2024), com pequenas adaptacdes. Cerca de 2 g de
amostra, juntamente com 20 ml de H,O destilada foram adicionados em recipientes plasticos.
Apdbs esse procedimento, as amostras foram homogeneizadas em politron e em banho
ultrassonico por 1 hora. Em seguida foram transferidas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a
10000 rpm. O extrato obtido foi filtrado em papel filtro e armazenado sobre refrigeracdo a

4°C até a realizacdo das andlises.

2.3 Perfil de Fendlicos e Fenolicos Totais

2.3.1 Identificacdo de compostos fendlicos por HPLC-DAD/UV-Vis



66

A quantificacdo e identificagdo dos compostos fendlicos foram realizadas em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC-DAD/UV-Vis) modelo Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao). As separacdes foram realizadas usando uma coluna Shimadzu
Shim-pack ODS GVPC18 (4,6 x 250 mm, 5 mm) ligada a uma pré-coluna (Shimadzu-pack
ODS GVP-C18, 4,6 x 10 mm, 5um). A fase mével constituiu-se de 2% (v/v) de &cido acético
em 4gua deionizada (Fase movel A) e 70:28:2 (v/v) de metanol/dgua/acido acético (Fase
mével B), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL.min™ com um programa de eluicdo de gradiente e
tempo de execucdo de 65 minutos. O volume de injecdo foi de 20 pL. Os compostos fenolicos
foram detectados a 280 nm. Os compostos fendlicos foram identificados comparando o tempo
de retencdo da amostra com os padr@es disponiveis: (1) acido gélico; (2) catequina; (3) acido
clorogénico; (4) acido cafeico; (5) vanilina; (6) acido pcumarico; (7) acido ferdlico; (8) acido

m-cumarico; (9) acido o-cumarico; (10) resveratrol; (11)acido transcinamico.

2.3.2 ldentificacdo dos compostos fendlicos por LC-MS/MS

A caracterizacdo dos extratos foi realizada em um cromatdgrafo liquido de ultra alta
eficiéncia - UHPLC 1290 Infinity (Agilent, Santa Clara, EUA) acoplado a um espectrémetro
de massas Triplo Quadrupolo (Triple Quad LC/MS 6420) (Agilent, Santa Clara, EUA)
seguindo a metodologia proposta por Barrales-Curefio et al., (2020) com modificacfes. As
amostras foram injetadas em triplicada (Bardakci et al., 2019; Barrales-Curefio et al., 2020).

2.3.4 Quantificacdo de compostos fendlicos totais pela metodologia de Folin-Ciocalteau

A metodologia Folin-Ciocalteu foi utilizada para determinar o teor fenélico total
(TPC), e os resultados foram expressos como mg de equivalente acido galico (GAE) por
amostras de 100 g (Waterhouse., 2002).

2.3.5 Quantificagdo de compostos fenolicos totais pela metodologia de Fast Blue

Fénolicos totais foram determinados por Fast Blue através do método proposto por
Medina (2011) com algumas modificagdes. Os resultados foram expressos em miligramas
equivalentes de acido galico (EAG) por cem gramas de amostra fresca. A analise foi realizada

em triplicata.
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2.4 Quantificacdo do teor total de antocianinas

O teor total de antocianinas foi estimado, espectrofotometricamente, segundo Lees e
Francis (1972) adaptado por Barcia et al (2012). Para a extragdo dos compostos antocianicos,
utilizou-se 1g de amostra de alface lisa (Lactuca sativa var capitata), no qual foram
adicionados 25 mL de etanol acidificado pH=1 incubando-se por uma 1lh a temperatura
ambiente. Filtrou-se e completou-se o volume para 50 mL com etanol acidificado. Apos esse
procedimento, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 535
nm. Os resultados foram expressos em miligramas de cianidina-3- glicosidio por 100 gramas

de amostra.

2.5  Determinagdo da atividade antioxidante
2.5.1 Atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS"

O procedimento foi realizado mediante protocolo proposto por Re et al., (1999) com

adaptacdes. Os resultados foram expressos em % de inibicdo do radical.

2.5.2 Atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico

A determinagdo da atividade antioxidante por meio do método B-caroteno/acido
linoleico fundamenta-se na oxidacdo do B-caroteno (descoloracdo) induzida pelos produtos da
degradacdo oxidativa do &cido linoleico, conforme método proposto por Marco (1968), com
algumas alteracdes. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da oxidacéo.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata.

2.5.3 Atividade antioxidante pelo complexo de fosfomolibdénio

A atividade antioxidante determinada pelo método do complexo fosfomolibdénio
baseia-se na reducdo de Mo (V1) para Mo (V) pelo analito da amostra e subsequente formacéo
de um complexo de fosfato verde Mo (V) a pH acido conforme descrito por (Prieto; Pineda;
Aguilar., 1999). Os resultados foram expressos em g equivalentes de acido ascorbico (EAA)

por cem gramas da amostra fresca, com base em uma curva de calibragdo com diferentes
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concentragfes previamente conhecidas de acido ascorbico. A andlise foi realizada em
triplicata.

2.5.4 Atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método de DPPH foi realizada
conforme o meétodo proposto por Brand Williams et al., (1995), com adaptacdes, baseado na

capacidade de reduzir o radical DPPH (% de inibicéo).

3 Teste in vivo em Zebrafish

Para realizacdo do experimento comportamental em zebrafish, o projeto passou pela
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (Protocolo 006/22, CEUA-UFLA), e foi
executado seguindo rigorosamente seus preceitos. Um total de 126 zebrafish (D. rerio)
adultos WT de ambos os sexos (0,198 + 0,12g), em proporcdo semelhante, foram obtidos do
Labfish da Universidade Federal de Jatai (UFJ - Jatai, Goias, Brasil). Os peixes foram
aclimatados durante dez dias em densidade de estocagem de dois animais por litro, na ala de
peixes do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizados os
procedimentos experimentais. Para a realizacdo dos testes, 0s peixes foram mantidos em
aquarios de 3L com &gua constantemente aerada em sistema de recirculacdo, programado para
filtrar 5% do volume do aquario por hora, com temperatura mantida constante em 27 °C + 1
°C. O fotoperiodo foi mantido em 14 horas claro para 10 horas escuro, e 0s peixes foram
alimentados trés vezes ao dia com ragdo comercial floculada (Alcon basic®, Alcon, Brasil).

Os animais utilizados no experimento passaram pelas seguintes exposicoes:

Os animais foram divididos em sete grupos (18 animais em cada grupo) e submetidos

ao0s seguintes tratamentos:
» Grupo C- Controle: animais ndo submetidos a estresse e sem tratamento realizado.

*Grupo CP- Controle Positivo: animais submetidos a estresse agudo e tratados com o

ansiolitico diazepam (0,16 mg.L™).

* Grupo CN- Controle Negativo: animais submetidos a estresse agudo e sem

tratamento realizado.
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* Grupo 1,2,3 e 4- animais submetidos a estresse agudo e tratados com as doses (3, 6, 9
e 12 g.L ™), de extrato de alface, respectivamente.

Os peixes foram eutanasiados por submersdo em banho de agua gelada (04 -C),
seguindo os protocolos definidos pelo National Institute of Health (NHI, 2023) e o
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC, 2023).

3.1  Protocolo de exposi¢cdo ao diazepam e extrato de alface.

O extrato de alface e o diazepam foram dissolvidos em agua. Antes do estresse agudo,
os animais do grupo CP foram expostos a 0,16mg.L™ de diazepam por 10 min (Gebauer et al.,
2011; De abreu et al., 2014). As concentracfes e duracdo da exposicdo dos animais aos
extratos foram baseadas em estudos prévios com outras plantas medicinais com indicios de
atividade ansiolitica (Cueto-Escobedo et al., 2022) foi estabelecido exposi¢do de 15 minutos
antes do estresse agudo.

3.2 Protocolo de inducao do Estresse agudo

A exposigdo dos animais ao estresse agudo foi realizada conforme protocolo
previamente estabelecido, o qual consistiu em perseguir 0os animais com rede por cinco
minutos, capturd-los, e depois expd-los ao ar por 1 minuto (Pavlidis et al., 2015).
Imediatamente apds a realizacdo do protocolo 0s animais prosseguiram para 0s testes

comportamentais.

3.3 Analise comportamental

Para avaliar as manifestacfes associadas a ansiedade e ao estresse, oito animais de
cada grupo foram submetidos ao teste tanque novo (Siebel et al., 2015), o qual consistiu em
colocar cada animal em um aquario de policarbonato transparente com dimensdes de 11,5 cm
x 34,5 cm x 15,5 cm e capacidade para dgua 3-L. Cada aquario foi preenchido com 2 L de
agua a uma temperatura de 28 °C, mantendo exatamente as mesmas condi¢des experimentais.
Todos os animais tiveram sua atividade natatoria gravada por oito minutos sem qualquer
interferéncia, as imagens foram gravadas por cameras semiprofissionais. Os videos foram

analisados individualmente por meio do software EthoVision XT® (Noldus). Os primeiros e
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60 s de gravagdo foram descartados, considerando-os como momento de adaptagdo dos
animais ao novo ambiente, os minutos seguintes foram analisados. Os parametros velocidade
média em cm/s, atividade locomotora (distancia de natacdo em cm), comportamento
semelhante a ansiedade (tempo de permanéncia na profundidade em s), imobilidade (tempo

que o animal permaneceu imével) foram avaliados.

4 Analises estatisticas

Os resultados obtidos a partir do experimento realizado foram expressos através de
médias aritméticas e desvios-padrdo. Todos os dados foram testados em relagdo a distribuicdo
normal e homogeneidade de variancias pelo teste de Shapiro-Wilk. Para os dados com
distribuicdo normal paramétrica foi utilizada a ANOVA One Way, seguida pelo pds-teste de
multiplas comparacdes de Tukey. Para os dados com distribui¢cdo ndo normal, foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn’s. Diferencas
significativas entre as amostras foram consideradas quando o valor p foi menor que 0,05,
constituindo fortes evidéncias contra a hipétese nula. Todas as analises foram realizadas com

o programa GraphPad Prism 7.01.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Planejamento experimental de misturas

As respostas obtidas sobre as variaveis experimentais para o planejamento de mistura
simplex-centroide sdo apresentadas na Tabelas 1, que representa a propor¢ao da mistura como

varidveis independentes e as respostas observadas.
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Tabela 1 — Design experimental aplicado para otimizar a extracdo de compostos bioativos
(fendlicos totais) de alface (L. sativa var capitata) utilizando agua (A), etanol (B) e metanol

(©).

Variaveis independentes Fendlicos Totais

Ensaios A%(mL) B%(mL) C% (mL) (mg GAE 100 g-1)
El 100 0 0 29,88 +£ 1.58
E2 0 100 0 26,68 + 1.02
E3 0 0 100 16,15+ 1.63
E4 50 50 0 18,62+ 1.26
E5 0 50 50 15,63 =+ 1.07
E6 0 50 50 10,17 £ 1.62
E7 33,3 33,3 33,3 11,87+ 1.20
ES8 33,3 33,3 33,3 11,94 +1.03
E9 33,3 33,3 33,3 1201+141

Fonte: Do Autor (2024).

A ANOVA permitiu tracar grafico de contorno para os extratos de alface (Figura 1)
para cada uma das respostas avaliadas, em funcao das proporcdes de solvente.

Figura 1: Superficie de contorno ilustrando os efeitos combinados da &gua, etanol e metanol
nos compostos fendlicos totais extraidos da alface (L. sativa var capitata).
A: AGUA

B: ETANOL C: METANOL
ALFACE FENOLICOS TOTAIS

Fonte: Do autor (2024).
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A figura 1 demonstra que a por¢do em vermelho é onde se encontra 0 maior teor de
acidos fendlicos. Quando os compostos fenolicos foram extraidos na agua, o extrato de alface
(L. Sativa var. capitata) apresentou valores mais elevados, indicando que 0s compostos
fenolicos desta espéecie sdo solliveis em &gua. Ismail and Mirza, (2015) exploraram a
capacidade anti-inflamatdria e antidepressiva de extratos de alface com diferentes solventes
(aquoso, metanol e cloroférmio) e os resultados indicaram que o extrato aquoso de folhas
exibiu maiores atividades antioxidantes e também apresentaram acGes antidepressivas no
SNC por meio de testes in vivo. Outros estudos relatam que a extracdo com o solvente polar
(100% &gua) apresentou rendimentos maximos em comparagdao a outros solventes como o
etanol ou a mistura entre os solventes (Zekkori et al., 2021). Lopez et al., (2014) mensurou a
capacidade antioxidante da alface por diferentes métodos extrativos e seus resultados
demonstraram que para as duas metodologias analiticas (ABTS e FRAP), a maior atividade
foi obtida através dos ensaios com extrato aquoso, apontando que fragcdes aquosas possuem
uma solubilidade maior de compostos bioativos. Além disso, com as questdes ambientais em
pauta, a abordagem de alternativas de extracdo que reduzam as necessidades energeéticas e
reduzam impactos ao meio ambiente sdo fatores importantes na hora da escolha do método
extrativo, sendo assim, a utilizacdo da agua, que €é considerada solvente universal, se
apresenta como alternativa sustentavel e eficiente para realizacdo de analises laboratoriais
(Gil-Martin et al., 2022).

5.2  Perfil de fendlicos presentes em alface (Lactuca sativa var capitata)

Os compostos fendlicos sdo conhecidos pelos seus efeitos antioxidantes e, portanto,
por sua acdo no estresse oxidativo (Flambd, 2013; Bombardi et al., 2018). Varios estudos tém
sido publicados e demonstram sua a¢do sobre o atraso no declinio cognitivo, diminuicdo da
morte celular neuronal e melhora da memdria gracas aos efeitos neuro protetores devido as
propriedades antioxidante e anti-inflamatdria (Spencer, 2010; Bombardi et al., 2018), assim
como tém demonstrado potencial atividade ansiolitica (Marder; Paladini, 2002; Kanazawa,
2016) devido a sua afinidade e seletividade pela acdo em sitios receptores benzodiazepinicos e
acOes em receptores GABA (Grallert, 2006). A tabela 1 abaixo demonstra o perfil de acidos
fenolicos identificados pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com seus

respectivos teores e estrutura quimica.



Tabela 1: Perfil fendlico do extrato de L. sativa var capitata por HPLC-DAD/UV-Vis

C_:omposto fen6-  Extrutura L. sativa Atividade Referéncia
lico Quimica (ng.L) bioldgica
o oH nd Antioxidante, Barbosa, (2010)
Acido galico anti-inflamatoria,
v 5 antimicrobiana,
Catequina o . E nd Antioxidante, Sousa et al. (2022)
anti-inflamatoria.
OH °
Acido clorogéni- HO_ £OM 139,84 Antioxidante, Nascimento
co ‘ L anti-inflamatoria, (2023)
HO” N o
" anticancerigena,
ansiolitico
Acido cafeico 1,55 Antioxidante, Rosini, (2002)
HOD/\ anti-inflamatoria,
"o anticancerigena
Vanilina 20 3,35 Antioxidante, Silva et al. (2023)
anti-inflamataria
OH OCH, antidepressiva
Acido 0,52 Antioxidante, Motta et al. (2023)
p-cumarico /@A anti-inflamatoria,
HO anticancerigena
Acido ferulico (|3H3 nd Antioxidante, Lima, (2023)

I
o O
g/

Anticancerigena,

fotoprotetor

Saija, (2000)

Acido

Mm-Cumarico

HO. nd
T

Antioxidante,
anti-inflamatéria,

anticancerigena

Motta et al., (2023)
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Acido 0,33 Antioxidante, Motta et al., (2023)
0]

0-CUMArico @\)\ anti-inflamatéria,

A e

oH anticancerigena
Resveratrol nd Antioxidante, Reis, (2023)

HO\Q/\/ anti-inflamatdria
OH
Acido trans ¢ nd Antioxidante Fidelix et al. (2023)
AN

cinamico QM

(\VValores médios de trés observacgdes; nd = ndo detectado). Fonte: Do Autor (2024).

Harsha et al., 2013 quantificou o perfil de fendlicos por HPLC em extrato
hidroalcodlico de folhas de alface e foram identificados a presenca de &cido clorogénico,
vanilina, epicatequina, &cido cafeico, hidrato de rutina, acido sinapico, quercetina e acido p-
cumarico, corroborando os resultados presentes neste estudo. O acido clorogénico (ACG) foi
0 constituinte majoritario, assim como no estudo realizado por Lopez et al (2014) o qual
identificou 0 ACG em maior proporcao, além da presenca do &cido cafeico e p-cumérico. O
ACG é um polifenol bioativo que estd presente em uma grande diversidade de alimentos,
como o café verde e torrado, frutas citricas e vegetais verdes (Lu et al., 2020). Sao atribuidas
acdo antioxidante, hipoglicemiante, hipolipidica e antiinflamatéria, podendo ser empregado
na prevencdo e tratamento de diferentes tipos de patologias (Bouayed et al., 2007). Em
estudos utilizando modelos animais de ansiedade, 0 ACG foi capaz de exercer a¢do ansiolitica
semelhante a droga diazepam, agindo como um agonista dos receptores benzodiazepinicos
(Bouayed et al., 2007). Além disso, foram capazes de reduzir a ansiedade em ratos diabéticos
(Adolpho et al., 2012) em testes comportamentais. A vanilina é o principal fendlico presente
na baunilha e por fornecer um dos aromas naturais mais importantes, é bastante requisitado
pela industria alimenticia, de bebidas, farmacéutica e cosmética. Além disso, estudos
cientificos apontam evidéncias sobre suas atividades bioloégicas como as propriedades
antioxidantes, e antidepressivas (Olatunde et al., 2022). O acido p-cumarico é geralmente
encontrado nos vegetais como espinafre, beterraba e em cereais. Possui atividade bioldgica
consideravel como antioxidante, antitumoral e anti-inflamatéria (Motta et al., 2023). Ao longo
das ultimas décadas, estudos epidemioldgicos forneceram evidéncias robustas sobre a
associacdo entre a ingestdo regular de polifendis e a diminuicdo da incidéncia de doéncas

crénicas ndo transmissiveis (DCNT) como o cancer, obesidade, diabetes e doengas


file:///D:/Chlorogenic%20acid:%20A%20comprehensive%20review%20of%20the%20dietary%20sources,%20processing%20effects,%20bioavailability,%20beneficial%20properties,%20mechanisms%20of%20action,%20and%20future%20directions
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022510X07004431
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022510X07004431
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cardiovasculares (Cory et al., 2018). Sendo assim, a adoc¢do de uma dieta adequada é decisiva
para o equilibrio entre a salde fisica e mental, uma vez que DCNT sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de sintomas relacionados a ansiedade e depressdéo e as doengas
neurodegenerativas. A tabela 2 demonstra o perfil de fendlicos identificados por UHPLC
MS/MS.

Tabela 2. Perfil fenolico do extrato de L. sativa por UHPLC MS/MS

Composto Tempo de retencéo (min) Etanol

Crisofanol 0,88 +
Crisina 0,99 +
Acido cafeico 1,10 +
(+)-Acido ferulico 1,20 +
Acido o-cumarico 1,26 +
Acido p-cumérico 1,53 +
Acido clorogénico 2,01 +
Acido sinapinico 2,15 +
Pirogalol 2,25 +
Acido glutamico 2,70 +
Acido malico 2,80 +
L-fenilalanina 6,25 +
Acido rosmarinico 10,60 +

Acido elagico 11,34 traco
Keracyanin 11,40 +
Quercetina 3-glicosideo 12,20 +
Quercetina 3D-Galactosideo 12,30 +

Isoorientin 12,57 traco

Kuromanina 12,98 +
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Luteolina 7,0-Glicosideo 13,20 +
Apenigin-7-O-glucoside 14,25 A
Cynaroside 14,39 +

Acido 4-hidroxibenzoico 14,76 traco
Luteolina 14,87 +
Acido 4-hidroxifenilacético (4- 11,48 +

HPAA)

Miricetina 11,70 +
Kaempferol 14,93 +

Fonte: Do Autor (2024).

Acido clorogénico; &cido cafeico; acido p-cumérico; e &cido o-cumarico, foram
identificados pela andlise feita em UHPLC MS/MS (tabela 2), assim como em HPLC.
Atualmente, comparado com o HPLC, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas (LC-MS) é considerado o método mais avancado para identificar
compostos com baixo e alto peso molecular (Wei et al., 2022). A determinacdo destes
compostos por cromatografia liquida requer alta resolucdo (UHPLC) e réapido tempo de
andlise. Dessa forma, a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia resulta dados superiores
ao HPLC (Da Silva et al., 2022; Wei et al., 2022). Outros compostos de importancia biolégica
também foram identificados: a crisina, apigenina, quercetina, luteolina e kaempferol sdo
fendis recorrentes em Passiflora incarnata e em Matricaria chamomilla, plantas com acéo
ansiolitica comprovadas cientificamente (Nicolucci., 2019). Especificamente, o composto
crisina apresenta efeitos depressivos do SNC, atuando como agonista do receptor
benzodiazepinico (Diniz et al., 2015). De modo semelhante, a apigenina apresentou efeito
ansiolitico com afinidade pelo sitio benzodiazepinico e foi observado em doses mais elevadas
efeito sedativo em camundongos (Nicolucci., 2019). A quercetina € um flavonol de grande
importancia bioldgica, considerada um fitoterdpico pela ANVISA. A sua atuacdo como
antidepressivo e atividade ansiolitica tém despertado grande interesse em pesquisas pois
apresenta acOes farmacologicas semelhantes de medicamentos utilizados no tratamento de
doengas psiquiatricas, ou seja, acdo GABAeérgica e benzodiazepinica (Grallert, 2006). A

guercetina age também reduzindo a resposta neuroinflamatéria (Bombardi et al., 2018). Além
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disso, a acdo antioxidante dos flavondides, exercem bloqueio da toxicidade neuronal,
reduzindo assim o estresse oxidativo, atuando como neuroprotetores (Spencer, 2010;
Bombardi et al., 2018). Fedoce et al., 2018 descreveu que doencas relacionadas a disturbios
de ansiedade estdo correlacionadas a baixa taxa de compostos que atuam como antioxidantes
no sistema organico, o que acelera o processo de oxidagdo das proteinas, lipidios e &cidos
nucleicos no interior das células. A¢des neuroldgicas associadas a hortalica alface é outra
caracteristica de importancia desta espécie. Estudos demonstram que extratos de alface tém
influéncia na mortalidade de células neuronais (Venkateish et al., 2021), devido a grande
diversidade de compostos bioativos que exercem funcdes biolégicas e antioxidantes de
importancia no organismo, atenuando sintomas da ansiedade e depressdo (Fedoce et al.,
2018). Na tabela 3 abaixo podemos visualizar os resultados obtidos de fendlicos totais e
atividade antioxidante por diferentes metodologias presente no extrato aquoso de alface (L.

sativa. var. capitata)

Tabela 3- Fenodlicos totais e atividade antioxidante por diferentes metodologias presente no

extrato aquoso de alface (L. sativa. var. capitata)

L Extrato aquoso L. sativa
Determinacao

Folin-Ciocalteau (mg GAE 100 g™) 46,31 + 8,93

Fast Blue (mg GAE 100 g) 205,19 + 0,12
Antocianinas (mg/100 g) 2,85+ 1,02

ABTS" (% inibico) 48,14 + 2,61
[-caroteno/acido linoleico (% inibicéo) 32,81+1,80
Complexo de fosfomolibdénio (g EAA 100 g™) 21,13 +2,80

DPPH" (% inibicao) 20,77 £ 0,52

Fonte: Do Autor (2024).

Processos oxidativos em excesso sdo prejudiciais ao organismo no geral, porém, o
Sistema Nervoso Central (SNC) é especialmente afetado. Fatores como capacidade
regenerativa limitada das células neuronais, a alta sensibilidade a oxidagdo e o metabolismo
intrinseco dos neurdnios o tornam mais sensiveis aos danos provenientes da oxidacgao (Fedoce
et al.,, 2018). O cérebro humano representa apenas 2% do peso corporal total, e
surpreendentemente, € responsavel por 20% do consumo total de oxigénio do organismo
(Friedman et al., 2011). Sendo assim, compostos antioxidantes provenientes da dieta pode ser

um fator protetor para as doengas psiquiatricas, especialmente a ansiedade e depressdo,
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devido a reducdo de danos oxidativos (Yang et al., 2007). Nesse contexto, a hortaliga alface
(L. sativa L.), destaca-se como um recurso promissor no tratamento de transtornos
psiquiatricos, uma vez que 0s ativos presentes nesse vegetal agem no SNC potencializando
neurotransmissores GABA, reduzindo a transmissdo dos impulsos nervosos e conduzindo a
um estado de relaxamento (Sarris et al., 2011; Ahn et al., 2023).

Na determinacdo dos compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu, 0s
valores obtidos foram de 46,31+8,93 mg EAG 100 %% Melo (2006) e colaboradores
analisaram a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos de hortalicas
usualmente consumidas como a alface-crespa e lisa, os teores de compostos fendlicos foram
de 22,6 e 13,85 mg.100 g-1, respectivamente. Outro estudo avaliou os fendlicos totais em
espécies de alface e os resultados variaram de 8,4 a 12,9 mg.100 g-1 (Nicolle et al., 2004).
Arbos et al (2010) quantificou o teor de fendlicos em alface organica que apresentou um valor
de 108,72 + 2,34 mg EAG. 100 g-1. Outro trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antioxidante de alface cultivada com fertilizantes orgéanicos e foi observado que houve
melhoria na qualidade nutricional e aumento de teor de antioxidantes pelos métodos folin
(8,89 mg EAG/g) e ABTS (41,09 mg TEAC/g) (Cavalheiro et al., 2020). Tais resultados
demonstram que a atividade antioxidante e o teor dos compostos fendlicos variam de acordo
com os fatores externos como variabilidade genética, ambientais, tipo de cultivo, idade e
variedade da planta (Kahkonen et al., 1999; Kaur; Kapoor, 2001; Koleva et al., 2002; Melo et
al., 2006). As analises laboratoriais desenvolvidas confirmam a presenca de grande variedade
de compostos bioativos de relevancia na alface (L. Sativa L.) e a diversidade de classes
quimicas (fendis, flavondides, terpenoides) sdo responsaveis pelos efeitos biol6gicos,
incluindo atividade antioxidante, neuro protetiva e hipnética (Noumedem et al., 2017). Desse
modo, o consumo regular de hortalicas como a alface (L. Sativa L.), podem proporcionar
melhorias para sintomas especificos relacionados a ansiedade e depressdo (Batsikoura et al.,
2021).

5.3  Analise Comportamental

A utilizacdo de filmagens e de softwares apropriados € importante ferramenta para
identificar padrdes no comportamento do zebrafish. Elas possuem a vantagem de quantificar
parametros da atividade natatoria que de forma manual, seriam altamente subjetivos. Sendo
assim, a analise feita através de videos € um método para medices répidas, precisas e

consistentes de padrdes comportamentais relacionadas a ansiedade (Cachat et al., 2011).
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A Figura 2 representa os resultados da andlise comportamental tanque novo em zebrafish

submetidos ao estresse agudo (Controle negativo), tratados com diazepam (Controle positivo)

e extrato aquoso de alface (dose 1,2,3,4).

A) Comportamento tipo-ansioso

B) Atividade locomotora
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Fonte: Do Autor (2024).
Legenda: (A) Comportamento tipo-ansioso (permanéncia na profundidade em s) (B) Atividade
locomotor (distancia percorrida em cm). (C) Estado de atividade (velocidade média em cm/s). (D)
Imobilidade (tempo imdvel em s). (A) (D) Kruskal-wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes
de Dunn’s; (B)(C) ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagBes de Tukey. * significa
diferenca estatistica determinada por p < 0,05. C: grupo controle. (Figura criada com auxilio do

software GraphPad Prism versdo 7.01)

Os resultados das varidveis comportamentais associadas a atividade locomotora
(disténcia percorrida) e ao estado de atividade (média de velocidade) demonstram um perfil
de animais que, quando colocados em um novo ambiente, assumem um comportamento inato
de fuga, representado inicialmente a um maior tempo de permanéncia na profundidade,

seguido pela exploragdo vertical, movimentos erraticos e episodios de congelamento ou
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freezing (Kysil et al., 2017). Dessa forma, independentemente de haver uma fonte estressora
ou ndo, um animal colocado em um novo ambiente tende a ter determinado padréo de
comportamento até a adaptacdo ao novo meio. Essa hipétese justifica ndo terem sido
encontrados diferencas estatisticamente significativas nesses parametros entre os grupos. Os
animais expostos ao estresse agudo com posterior exposi¢do ao extrato de alface nas doses 3
(9,0g.L™) apresentou um menor tempo de permanéncia no fundo (comportamento tipo-
ansioso) do que os demais tratamentos e diferenca significativamente menor que o D4 (12
g.L™%). O comportamento tipo ansioso no zebrafish é caracterizado pela permanéncia do
animal na profundidade do aquario (Cachat et al., 2011). A administracdo da dose 3 (9,0g.L™)
do extrato de alface (L. sativa var capitata) foi capaz de diminuir sintomas de ansiedade no
animal, uma vez que o zebrafish permaneceu menos tempo na profundidade. Além disso,
obteve um aumento da atividade exploratoria, passando maior tempo na superficie/topo,
embasando o efeito ansiolitico. Foi observado que na dose 4 (12g.L™) zebrafish permaneceu
um maior tempo no fundo, apresentando diferengas significativas em relagdo aos demais
tratamentos. 1sso indica que a administracdo da dose mais alta induziu o animal a assumir o
estado de sono, 0 que pode ser comprovado pelo tempo que o animal permaneceu imovel
(figura c). No presente estudo, o diazepam n&o foi capaz de promover efeito de diminuigdo
dos parametros relacionados a ansiedade. Ainda que existam estudos que demonstram 0s
efeitos ansioliticos dos benzoadizepinicos, em zebrafish, had também trabalhos indicando que
o efeito do diazepam causou pouco ou nenhuma alteracdo a nivel comportamental no animal
(Bencan et al., 2009). Sendo assim, a administracdo de drogas quimicas pode apresentar
resultados inconsistentes dependendo das variaveis envolvidas no estudo (Bencan et al., 2009;
Lunkes et al., 2021).

6 CONCLUSAO

O extrato de alface (L. sativa var capitata) possui um perfil rico em compostos
fenolicos e antioxidantes exercendo agdes neuroprotetivas e ansioliticas no SNC. O extrato
aquoso demonstrou ser o mais eficiente na extragdo dos compostos bioativos de interesse. No
modelo zebrafish, a dose 3 (9,0 g.L™") do extrato reduziu a permanéncia do peixe na
profundidade, indicando reducéo dos sintomas de medo e ansiedade. A dose 4 (12 g.L™?) foi
efetiva na inducéo do estado de sono, comprovado pelo parametro imobilidade (tempo que o
animal permaneceu imovel). O extrato aquoso de L. sativa possui polifenois e antioxidantes

que exercem efeito ansiolético.
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